Les dysplasies tubo-ovariennes : contribution à une meilleure compréhension de la carcinogenèse ovarienne by Chêne, Gautier
Les dysplasies tubo-ovariennes : contribution a` une
meilleure compre´hension de la carcinogene`se ovarienne
Gautier Cheˆne
To cite this version:
Gautier Cheˆne. Les dysplasies tubo-ovariennes : contribution a` une meilleure compre´hension
de la carcinogene`se ovarienne. Me´decine humaine et pathologie. Universite´ d’Auvergne -
Clermont-Ferrand I, 2011. Franc¸ais. <NNT : 2011CLF1MM09>. <tel-00719687>
HAL Id: tel-00719687
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00719687
Submitted on 20 Jul 2012
HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.
L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destine´e au de´poˆt et a` la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publie´s ou non,
e´manant des e´tablissements d’enseignement et de
recherche franc¸ais ou e´trangers, des laboratoires
publics ou prive´s.
1Université d’Auvergne
ÉCOLE DOCTORALE DES SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE
N° d’ordre : 9-DOC
Thèse
pour obtenir le grade de
DOCTEUR D’UNIVERSITE
Spécialité : Histopathologie et Génétique moléculaire
Présentée et soutenue publiquement par
CHENE Gautier
le 14 juin 2011
LES DYSPLASIES TUBO-OVARIENNES :
CONTRIBUTION A UNE MEILLEURE
COMPREHENSION DE LA
CARCINOGENESE OVARIENNE
Directeur de la  thèse :
Pr. Penault-Llorca Frédérique
Membres du jury :
Pr. Dauplat Jacques
Pr. Devouassoux-Shisheboran Mojgan
Pr. Mage Gérard
Pr. Seffert Pierre
Dr Ray-Coquard Isabelle
2
3Il faut viser la lune car, même en cas d’échec, on atterrit toujours
dans les étoiles…  Oscar Wilde
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9 Les dysplasies tubo-ovariennes : contribution à une meilleure
compréhension de la cancérogenèse ovarienne
Introduction : l’analyse histopathologique des pièces d’annexectomie prophylactique
(pBSO) pour risque génétique (mutations BRCA) a pu révéler des anomalies cytologiques et
architecturales interprétées comme potentiellement pré-cancéreuses et dénommées « dysplasie
ovarienne et tubaire ». Nous proposons d’étudier les aspects morphologiques,
immunohistochimiques et moléculaires des dysplasies tubo-ovariennes.
Matériels & Méthodes : l’analyse morphologique a été réalisée dans un premier groupe
d’annexectomies après stimulation de l’ovulation (protocole de Fécondation in vitro).
L’évaluation morphologique et immunohistochimique (expression de Ki67, p53, Bcl2, PAX2
et ALDH1) a par la suite concerné 111pBSO, 42 annexectomies exposées au Tamoxifène et
116 témoins non cancéreux et spontanément fertiles (nBSO). Les analyses ont été réalisées
par deux pathologistes en aveugle. Les cellules épithéliales d’intérêt ovariennes et tubaires
provenant du groupe pBSO ont été microdisséquées par laser ; l’ADN extrait a été étudié par
hybridation génomique comparative (CGH array). La longueur des  télomères a été évaluée
par PCR quantitative en temps réel.
Résultats : les scores moyens de dysplasie ovarienne et tubaire étaient significativement plus
élevés dans les groupes stimulation de l’ovulation et génétique par rapport aux témoins. Seul
le score de dysplasie tubaire était supérieur aux témoins pour le groupe Tamoxifène. On
retrouvait une surexpression de ALDH1 dans les groupes pBSO et tBSO alors que Ki67, p53,
bcl2 et PAX2 étaient faiblement exprimés dans les groupes pBSO et tBSO. D’ailleurs,
l’expression d’ALDH1 était faible dans l’épithélium non dysplasique, forte dans la dysplasie
et constamment faible dans les carcinomes occultes. De subtiles altérations génomiques et des
raccourcissements télomériques ont été mis en évidence au niveau des dysplasies génétiques.
Conclusions : les scores élevés de dysplasie, la forte expression d’ALDH1 et les altérations
moléculaires provenant du groupe à risque génétique pourraient supporter le concept
d’instabilité génétique. La dysplasie tubo-ovarienne pourrait être une étape importante et
précoce de la carcinogenèse ovarienne. Nos résultats suggèrent également qu’un certain
nombre de cancers de l’ovaire pourrait avoir pour origine la trompe de Fallope. Le marqueur
de cellules souches ALDH1 pourrait constituer une cible dans la prévention et le diagnostic
précoce des cancers de l’ovaire.
Mots clés: annexectomie prophylactique; mutation BRCA; cancer de l’ovaire; CGH array;
télomère; p53; dysplasie ovarienne; carcinogenèse
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Ovarian and tubal dysplasia: an early event in the pathogenesis of epithelial
ovarian cancer
Background: Histopathological examination of material from prophylactic salpingo-
oophorectomies (pBSO) performed in patients at genetic risk has revealed frequent
abnormalities interpreted as possible pre-cancerous “ovarian and tubal dysplasia” lesions. We
sought to study the morphologic, immunohistochemical and molecular features in ovarian and
tubal dysplasia
Materials and methods : Morphologic analysis was evaluated in 37  oophorectomies after
ovulation induction (iBSO). Morphologic features and immunohistochemical expression
patterns of Ki-67, p53, Bcl2, PAX2 and ALDH1 (an enzyme significantly associated with
early-stage ovarian cancer) were evaluated in 111 pBSO, 42 salpingo-oophorectomies
exposed with Tamosifen (tBSO) and 116 normal salpingo-oophorectomies (nBSO).
Representative slides from formalin-fixed, paraffin-embedded tissue blocks were read blindly
by two gynaecological pathologists. Tubal and ovarian epitheliums from normal and
dysplastic tissues (from pBSO) were laser microdissected and studied by comparative
genomic hybridization (array CGH). Telomere length was  performed using quantitative real-
time PCR.
Results: Mean ovarian and tubal dysplasia score were significantly higher in the ovulation
induction group and in the genetic risk group than in controls. Only tubal dysplasia score was
significantly higher in the Tamoxifen group. Increased ALDH1 expression was observed in
pBSO and tBSO compared with nBSO whereas expression patterns of Ki67, p53, bcl2 and
PAX2 were low at moderate in pBSO and tBSO group. Interestingly, ALDH1 expression was
low in non dysplastic epithelium, high in dysplasia and constantly low in the carcinoma found
incidentally on pBSO. Subtle genomic alterations were found in the dysplastic ovarian and
tubal epitheliums. Shortened telomeres were found in dysplastic tissues from pBSO.
Conclusion: The increased dysplasia scores, the strong ALDH1 expression and the genetic
alterations in ovaries and tubes from BRCA 1/2 carriers could support the genetic instability
of dysplasia and might be consistent with progression towards neoplastic transformation and
could justify the use of the term “dysplasia”. Ovarian and tubal dysplasia may be a pre-
malignant, non-invasive histopathological abnormalitie that could be an important step in
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early ovarian neoplasia. Our results suggest that a greater percentage of ovarian cancers than
originally thought may actually have a fallopian origin with metastasis to the ovary. The stem
cell marker ALDH1 activation in pBSO could be considered as a target for early diagnosis
and prevention of ovarian cancers.
Key words: prophylactic oophorectomy; BRCA mutation; ovarian cancer; array CGH;
telomere; p53; ovarian dysplasia; carcinogenesis
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Introduction :
Le cancer épithélial de l’ovaire est le plus grave des cancers gynécologiques, avec une survie
faible à cinq ans, estimée à 35% tout stade confondu [1]. Véritable « tueur silencieux » en
raison d’un diagnostic presque toujours tardif au-delà de toutes ressources thérapeutiques, il
est en revanche de bon pronostic lorsqu’il est découvert à un stade précoce (90%  au stade IA
et 70% au stade II ) [2, 3].  Cependant, notre méconnaissance de la carcinogenèse ovarienne
ne permet pas, pour l’instant, d’isoler une phase de latence pré-clinique propice à une attitude
interventionnelle préventive.
Plusieurs théories de carcinogenèse ovarienne ont été jusque-là proposées en mettant l’accent
sur l’ovaire lui-même et son épithélium de surface aux rôles fonctionnels complexes et doués
de propriétés de plasticité et de différentiation. Depuis peu, de nouvelles théories basées sur
des études immunohistochimiques et moléculaires se développent en insistant sur la trompe
de Fallope qui aurait un rôle prépondérant dans la genèse du cancer de l’ovaire.
Nous proposons de décrire les états pré-cancéreux dysplasiques de l’ovaire et de la trompe au
niveau morphologique, immunohistochimique et moléculaire : une meilleure connaissance de
la dysplasie, la mise en évidence de marqueurs et de signatures moléculaires spécifiques
permettraient probablement de mieux appréhender la carcinogenèse ovarienne.
A : Les différentes théories de cancérogenèse ovarienne
1/ La théorie génétique :
La prédisposition héréditaire  à développer un cancer de l’ovaire ne concerne que 10% des
cancers de l’ovaire. Alors que le risque dans la population générale de cancer de l’ovaire est
de 1.4 à 1.7%, le risque en cas de prédisposition génétique passe à 5% (un antécédent au 1er
degré) et à 8% (deux antécédents au 1er degré). De plus, ce groupe de patientes développera
leur cancer dix années plus tôt que dans la population générale où l’âge moyen de survenue
est de 59 ans [4].
Il s’agira volontiers de femmes jeunes âgées de moins de 50 ans, pouvant développer
plusieurs cancers (ovaire+ sein, ovaire+colon), et ayant des apparentés au 1er degré atteints
d’un cancer de l’ovaire, du sein, du colon, ou de l’endomètre. Le diagnostic de forme
familiale de cancer de l’ovaire peut être évoqué si, dans une même branche familiale, on
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observe trois cas de cancer de l’ovaire ou de cancer de l’ovaire et du sein. Plusieurs
syndromes sont décrits [5-7] (cf tableau 1). 
Le type histopathologique est volontiers épithélial, avec une prédominance de cancers séreux
de haut grade.
Les mutations génétiques les plus fréquentes concernent les gènes BRCA1 ou BRCA2, qui
sont des gènes suppresseurs de tumeurs ou anti-oncogènes. Le risque global de cancer de
l’ovaire oscille entre 28 à 60% en cas de mutation BRCA1, et entre 11 à 27% en cas de
mutation BRCA2 [8].
Le gène BRCA1 (BReast Cancer-1) est situé sur le bras long du chromosome 17 en 17q21. Il
s’agit d’un gène de 24 exons répartis sur 80Kb, codant pour une protéine de 1863 acides
aminés, ayant les caractéristiques d’une protéine à doigts de zinc. Plus de 70 mutations sont
décrites, touchant n’importe quelle région, -y compris les séquences régulatrices du gène- et
concerneraient 0.1 à 0.2% de la population générale [9].
BRCA 1  prédisposerait seulement aux cancers épithéliaux  invasifs de l’ovaire et
n’interviendrait pas dans la genèse des tumeurs border-lines et des cancers non épithéliaux.
Le gène BRCA 2 (BReast Cancer-2) est localisé sur le bras long du chromosome 13 en
13q12-13. Il s’agit d’un gène de 26 exons répartis sur 70Kb, codant pour une protéine de 3418
acides aminés. Il est impliqué dans 74% des prédispositions aux cancers du sein des femmes
jeunes non liées à BRCA 1 (risque cumulé à 80 ans de 87%), dans la majorité des
prédispositions communes aux cancers du sein chez l’homme et la femme, et pourrait être
responsable de l’ensemble des syndromes héréditaires sein/ovaire non liés à BRCA 1 [9].
Si les gènes BRCA 1 et 2 rendent compte de la majorité des syndromes familiaux sein/ovaire,
on retrouve néanmoins un certain nombre de cas familiaux sans mutation BRCA 1 ou 2
associés.
D’autre part, ont été décrites des mutations au niveau du gène E-cadhérine (qui est un anti-
oncogène), localisé en 16q22, dans certaines tumeurs ovariennes [10-12].
Les gènes BRCA1 et 2 ont des rôles clé dans la signalisation et la réparation de l’ADN [10].
Le TP 53 est quant à lui un gène suppresseur de tumeur qui intervient directement dans
l’apoptose. Les mutations BRCA sont source d’instabilité chromosomique, -probablement
l’un des premiers éléments de la cancérogenèse ovarienne-, auxquelles s’associe l’inactivation
de p53 (cf infra), répondant ainsi à la théorie classique du « two-hits phenomenon » : il faut
toujours au moins deux évènements pour déclencher le processus de cancérisation. Vont
pouvoir s’ajouter diverses mutations somatiques et épigénétiques, hyperméthylation du
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promoteur BRCA ou encore perte d’hétérozygotie. Ces cellules instables génétiquement
échappent à l’apopotose et pourront alors se multiplier [13-15].
Des instabilités microsatellitaires sont également retrouvées dans les syndromes de Lynch I et
II [16] avec perte ou mutations des gènes du système de réparation des mésappariements
(MisMatch Repair ou MMR : MSH2, MLH1) aboutissant finalement à d’autres évènements
délétères comme des pertes d’hétérozygotie ou mutations au niveau de gènes suppresseurs de
tumeurs (en particulier PTEN). L’absence de réparation des erreurs de réplication de l’ADN
entraîne ainsi une cascade d’évènements oncogéniques via la voie de signalisation AKT.
A côté de ces cancers de l’ovaire « héréditaires » directement liés aux mutations BRCA1 ou 2,
certains auteurs se sont interrogés sur la relation éventuelle entre les cancers de l’ovaire
sporadiques (soit 90% des cancers de l’ovaire) et les gènes BRCA 1 et 2 [17].
Effectivement, même si ces deux gènes sont rarement mutés dans les cancers sporadiques,
leur fonction est bien souvent altérée (perte d’hétérozygotie LOH, inactivation ou encore
hyperméthylation du promoteur concernant jusqu’à 82% des cas en fonction des études)
source de perturbations d’expression d’autres gènes [18-23].
BRCA constituerait-il la clé du cancer de l’ovaire à la fois sporadique et héréditaire ?
Pour l’instant, il est sûr que les gènes BRCA peuvent être impliqués dans la cancérogenèse
ovarienne, mais sont-ils la cause initiale du cancer ou bien la conséquence d’autres
évènements antérieurs ? On constate par exemple que les cancers héréditaires par mutation
BRCA1 ou 2 ont un potentiel plus invasif, sont volontiers de haut grade et de type
histopathologique séreux, par rapport aux cancers sporadiques. D’autre part, d’autres
oncogènes et antioncogènes interviennent, comme le p53 : des souris hétérozygotes pour la
mutation BRCA1 ou 2 présentent une atrophie ovarienne sans cancer en réponse aux
stimulations oestrogéniques. Par contre, l’inactivation p53 supplémentaire est source de
cancers : la mutation des gènes BRCA n’est donc pas suffisante et requiert l’addition d’autres
mutations géniques [24].
Dans tous les cas, même si BRCA ne peut probablement pas expliquer tous les cancers de
l’ovaire, il fournit un excellent modèle d’étude de la cancérogenèse ovarienne [25].
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Syndrome des cancers
ovariens specifiques
du site
Syndrome des cancers
sein/ovaire
Syndrome de Lynch
type II
Age moyen (années) 49 52 45
Forme familiale ≥ 3 cas de cancers de
l’ovaire
≥ 3 cas de cancers du
sein
                et
 ≥ 2 cas de cancers de
l’ovaire
≥ 3 cas de cancers du
colon (sans polypose
associée, dont un cas
avant l’âge de 50 ans)
           et/ou
cancers de
l’endomètre, des
voies biliaires, de
l’appareil urinaire, du
grêle, des ovaires
Risque relatif 3.6 2 9 à 10%
Mutations géntiques Mutations BRCA 1
dans 75% des cas
Mutations BRCA1 ou
BRCA2 dans 95% des
cas
Mutations des gènes
MMR : hMSH2,
hMLH1
Tableau 1 : risque génétique et syndromes familiaux de cancers de l’ovaire [4-7]
MMR (MisMatch Repair) : gènes du système de réparation des mésappariements
2/ La théorie de l’ovulation incessante :
En 1971, Fathalla [26], constatant la fréquence plus importante du cancer de l’ovaire chez les
nullipares a émis l’hypothèse que l’ovulation pouvait être à l’origine de la transformation
maligne de l’épithélium ovarien. En effet, chaque ovulation crée un traumatisme mineur sous
forme d’une rupture au niveau de la surface épithéliale. Au cours du processus de
cicatrisation, des kystes d’inclusion d’épithélium ovarien peuvent se former dans le stroma et
ainsi, soumis à des facteurs de croissance cellulaires ou hormonaux, être à l’origine d’une
prolifération puis de la transformation néoplasique.
Il paraît surprenant d’évoquer ainsi qu’un processus aussi naturel et physiologique que
l’ovulation puisse être rendu responsable de cette pathologie. Cependant, cette théorie est
corroborée par plusieurs faits épidémiologiques et expérimentaux.
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• arguments épidémiologiques :
Certaines observations épidémiologiques humaines sont en faveur de la validité de cette
théorie, avec notamment  le rôle protecteur de la contraception orale, de la grossesse, et de
l’allaitement maternel par inhibition de l’ovulation [27]. De même, plusieurs études
épidémiologiques ont montré que le risque relatif de cancer de l’ovaire augmente
significativement entre 2 à 4.5 fois en cas de durée d’ovulation supérieure à 35 ans par rapport
aux patientes ayant une vie ovulatoire inférieure à 25 ans. Purdie et al [28] a ainsi étudié les
effets de l’ovulation en comparant 791 cas de tumeurs ovariennes versus 853 témoins : après
ajustement, il retrouve une augmentation significative du risque de 20% (OR=1.2, 95%IC =
1.13-1.27) dans le sous-groupe 20-29 années ovulatoires (cf graphique 1); il constate même
une augmentation du risque de 6% pour chaque année ovulatoire supplémentaire dans le sous-
groupe 30-39 années d’ovulation.
Graphique 1 : Fréquence du cancer de l’ovaire en fonction de la durée d’ovulation, d’après
Purdie et al [28]
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• arguments expérimentaux :
La responsabilité directe de l’ovulation dans la carcinogenèse ovarienne est apportée par les
études animales : forte prévalence des carcinoses péritonéales d’origine ovarienne chez les
volailles élevées en batterie et forcées d’ovuler (ovulations toutes les 28 heures, taux de
cancers ovariens spontanés de 30 à 40% à l’âge de 4 ans) [29], et l’étroit rapport (quasi-
exponentiel) entre le nombre d’ovulations et la transformation maligne de l’épithélium de
surface de l’ovaire des souris [30].
De là, à incriminer les techniques de procréation médicalement assistée et en particulier de
stimulation ovarienne dans la genèse des cancers de l’ovaire suite à des mécanismes
d’hyperovulation, l’idée paraissait logique et ne demandait qu’à être étudiée.
En 1982, Bamford et Steele [31] publiaient le premier cas de cancer épithélial de l’ovaire relié
à une stimulation de l’ovulation par gonadotrophines. Depuis, beaucoup d’auteurs ont
considéré les inducteurs de l’ovulation comme des facteurs de risque potentiel de cancers de
l’ovaire: ainsi, Whittemore et al [32] retrouvait une association significative en cas
d’utilisation d’inducteurs de l’ovulation (OR= 2.8 ; IC 95%= 1.3-3.6), notamment en cas de
stérilité d’origine ovulatoire et surtout s’il n’y avait pas eu de conception (RR à 27.0, IC
95%= 2.3-315.6). Rossing et al [33] confirmait les résultats de Whittemore, avec un risque
relatif de 2.5 (IC 95%= 1.3-4.5), variable selon la dose et le médicament utilisés : l’HCG
n’augmenterait pas le risque, à la différence du Clomid où le risque atteignait 11.1 (IC 95%=
1.5-82.3) en cas d’utilisation prolongée dépassant plus de 12 cycles.
Pour autant, ces études comportent de nombreux biais qui doivent rendre l’interprétation des
résultats très prudente. C’est pourquoi nous avons récemment analysé des ovaires
apparemment sains soumis à des protocoles de stimulation de l’ovulation : des anomalies
significatives cytologiques et architecturales qualifiées de dysplasie ont bel et bien été mises
en évidence au niveau de certains de ces ovaires stimulés par rapport à une population témoin
et à une population de patientes nullipares [34, 35]: ces anomalies histopathologiques seraient
d’autant plus sévères et nombreuses qu’il y a de cycles de stimulation (>3, effet-dose) et après
un délai suffisamment long (plus de sept années, effet-temps) sans préjuger de l’évolution à
long terme [35]. Effectivement, le profil de dysplasie des ovaires stimulés est différent du
profil évolutif des ovaires à risque génétique (mutations BRCA) tant et si bien que l’on ne
peut pas à l’heure actuelle affirmer la relation causale stimulation de l’ovulation / cancer [36,
37].
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A la lumière de ces arguments, la théorie de l’ovulation incessante met en exergue
l’épithélium de surface de l’ovaire comme origine du cancer de l’ovaire, ce qui est corroboré
par des études récentes animales, moléculaires et de cultures cellulaires.
La mise en évidence empirique d’un continuum entre épithélium normal, dysplasie et cancer
de l’ovaire débutant stade I fait penser que ces tumeurs dérivent des cellules épithéliales qui
recouvrent la surface de l’ovaire.
La participation de l’épithélium de surface dans le mécanisme ovulatoire est basée
initialement sur l’expérimentation animale :
L’ovulation est inhibée par l’ablation chirurgicale de l’épithélium de surface ovarien chez les
grenouilles in vitro [38], et chez les moutons in vivo [39]. La simple manipulation de la
surface ovarienne (source de microtraumatisme de l’épithélium en raison de sa grande
fragilité) empêche l’ovulation chez les cochons [40]. Osterholzer et al [41] a démontré que
l’épithélium de surface chez le lapin présentait une activité proliférante localisée au niveau du
traumatisme ovulatoire et agissant au moment même de l’ovulation.
De ces observations animales, et grâce aux progrès de la biologie moléculaire, a été mis au
point un modèle d’ovulation faisant intervenir l’épithélium de surface [42] :
Schématiquement, les gonadotrophines se fixent sur leurs récepteurs situés au niveau de
l’épithélium de surface, entraînant la sécrétion d’Activateurs du Plasminogène (PA) : le
plasminogène interstitiel est alors converti en plasmine sous l’action des PA, ce qui active des
collagénases et libère le TNF α des cellules endothéliales. Le TNF α induit la production de
métalo-protéinases matricielles MMP-1 et MMP-2.
Les collagénases interrompent le réseau de collagène au niveau de la thèque interne, via les
MMP-1 et MMP-2, pour finalement aboutir à la rupture folliculaire et à l’ovulation.
Les études animales confirment le rôle fondamental du PA synthétisé par l’épithélium de
surface ovarien : la concentration en PA est largement augmentée chez les porcs en phase pré-
ovulatoire [43] et, chez les rats [44]. Inversement, l’administration d’inhibiteurs du système
PA-Plasmine empêche l’ovulation chez les rates [45].
On décrit deux types d’activateurs du plasminogène : la forme urokinase (uPA) et la forme
tissulaire (tPA).
La plupart des études fonctionnelles mettent en évidence une activité prépondérante dans la
coagulation et en particulier la thrombolyse pour tPA, alors que uPA interviendrait plutôt au
niveau des phénomènes de dégradation cellulaire et tissulaire, et pour ce qui nous concerne,
22
l’ovulation : l’ablation de l’épithélium de surface entraîne l’effondrement de la concentration
en uPA, et, l’ovulation est tout simplement supprimée par l’injection d’anticorps anti-uPA, ce
qui n’est pas le cas avec les anticorps anti-tPA [39].
Ce système enzymatique joue également un rôle prépondérant dans la carcinogenèse
ovarienne : l’urokinase (uPA) est synthétisée par les cellules malignes épithéliales de
l’ovaire ; la production de plasmine, via uPA, active des collagénases qui interviendront dans
la cascade d’événements à l’origine du processus d’invasion tumorale [34] ; uPA facilite
également la croissance et l’angiogenèse tumorale [46].
De là à penser que ce système enzymatique serait une clé dans la thérapeutique anti-
cancéreuse, il n’y a qu’un pas, démontré par les études animales : l’immunoneutralisation de
uPA bloque l’invasion tumorale in vitro [47-48], et l’extension tumorale chez la souris nude
[49].
Par ailleurs, l’épithélium de surface aux rôles fonctionnels complexes possède aussi des
propriétés de « plasticité » [50-52]: ce tissu présente en fait un phénotype mixte, épithélial et
mésenchymateux, c’est-à-dire qu’il peut adopter une morphologie épithéliale ou
mésenchymateuse en réponse à certains stimuli comme l’ovulation par exemple. Les
caractères épithéliaux sont représentés par exemple par la présence de kératine (type 7, 8, 18,
19), de mucine, de desmosomes, de microvilli apicaux, de laminine, de collagène de type IV
alors que le phénotype mésenchymateux ou stromal s’exprime  par la présence de N-
cadherine, de collagène de type I et III, et de vimentine. La mise en culture tissulaire de cet
épithélium démontre sa plasticité avec la possibilité de passer d’un état épithélial à un
phénotype mésenchymateux : la transition épithélio-mésenchymateuse. La conversion vers
l’état mésenchymateux diminue lors de la progression néoplasique pour finalement ne
conserver que le phénotype épithélial, modifié avec la formation de structure glandulaire et
papillaire. Cet épithélium néoplasique acquiert également le marqueur de différenciation
épithéliale E-cadherine et l’expression du récepteur de facteur de croissance C-met est
augmentée, ce qui contribue à la croissance tumorale [53].
L’épithélium de surface produit donc un certain nombre d’enzymes protéolytiques qui
dégradent la matrice extra-cellulaire, ce qui va conférer de cette façon un phénotype
« invasif » physiologique, alors même qu’il n’y a pas encore de cancer. Feeley et al [54] émet
ainsi l’hypothèse que la conjonction de ce phénotype « inné » agressif à la présence anormale
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de kystes d’inclusion (par dysfonction ou dysrégulation) suffirait à conduire à la
tumorogenèse.
Le tableau 2 présente les principales caractéristiques de l’épithélium normal et malin.
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Epithélium de surface
         Normal
Epithélium de surface
          Malin
Morphologie Simple épithélium
cubique ou
cylindrique
Variable complexe,
avec des
caractéristiques de
différentiation tubaire,
endométriale, ou
endocervicale
Secrétion de protéases Pendant l’ovulation Pendant l’invasion
tumorale
Intégrines α-β1, α6β4, αvβ3 α-β1, faibles niveaux
de α6β4 et α3β4,
niveaux variables de
αvβ3
Cadhérines N-cadhérines N, E, et/ou P-
cadhérine
Sécrétion hormonale GnRH, inhibine GnRH, activine
Sécrétions de facteurs
de croissance
TGFβ, TNFα LPA, EFG, IGF,
VEGF, bFGF, TNFα
Sécrétions de
cytokines
IL-1, IL-6, M-CSF,
G-CSF, GM-CSF
IL-1, IL-6, M-CSF,
G-CSF, GM-CSF
Récepteurs
hormonaux
GnRH, activine, FSH,
LH
GnRH, activine, FSH,
LH
Récepteurs aux
stéroïdes
Oestrogènes,
progestérone,
corticostéroides,
androgènes
Oestrogènes,
progestérone,
androgènes
Récepteurs aux
facteurs de croissance
EGF, TGFβ, TNFα,
HGF, PDGF
EGF, TGFβ, TNFα,
HGF, VEGF, PDGF,
bFGF
Tableau 2 : Propriétés morphologiques et critères de différentiation entre l’épithélium de
surface ovarien normal et malin [50, 51].
3/ L’hypothèse hormonale :
- La théorie des gonadotrophines [55] :
Ce mécanisme hormonal s’expliquerait par une hyperstimulation de l’épithélium ovarien de
surface par les oestrogènes et/ou leurs précurseurs, sous l’effet d’une concentration élevée et
persistante de LH et FSH et après interruption du rétro-contrôle négatif. L’exposition
persistante aux gonadotrophines s’accompagnerait secondairement d’une élévation de la
concentration en œstrogènes. Cette théorie s’appuie sur la mise en évidence expérimentale de
récepteurs aux gonadotrophines au niveau des cellules tumorales [55]. Au niveau moléculaire,
des récepteurs à FSH et LH sont présents dans près de 60% des cancers ovariens. D’autre part
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les gonodotrophines peuvent activer différentes voies de signalisation comme la voie des
MAKP, EGFR (epidermal growth factor receptor), HER2, C-MYC, β-cathénine, Cycline G2
et IGF-1 (insuline growht factor 1) [ 56, 57]. L’expérimentation animale a pu montrer une
relation entre exposition aux gonadotrophines ,croissance tumorale et angiogenèse
(expression majorée de VEGF vascular endothelial growth factor) mais n’a pas réussi à
démontrer l’initiation tumorale [ 58]. Cette hypothèse est également  mise en défaut par deux
autres constatations :
• Le traitement hormonal substitutif (THS) diminue les taux circulants des
gonadotrophines et ne réduit pas l’incidence du cancer de l’ovaire (pic de
fréquence à 59 ans) [ 59]. Le THS n’apparaît d’ailleurs pas comme un facteur
protecteur, certaines études retrouvant au contraire un risque majoré sous THS
[60].
• La dose d’œstrogènes dans la contraception orale, qu’elle soit mini-dosée ou
fortement dosée, affecte différemment le taux circulant de gonadotrophines,
mais confère le même degré de protection  contre le cancer.
- La théorie des androgènes [61] :
Les androgènes sont synthétisés par les cellules de la thèque de l’ovaire et sont présents dans
le liquide folliculaire. En post-ménopause, l’ovaire conserve sa faculté à produire des
androgènes et présente d’ailleurs des récepteurs spécifiques aux androgènes dans des
conditions physiologiques . Plusieurs arguments épidémiologiques relient androgène et cancer
de l’ovaire :
• La contraception orale est un facteur protecteur du cancer de l’ovaire, peut-être
en raison de son rôle dans l’inhibition de la synthèse des androgènes
(diminution de la synthèse de testostérone entre 35 à 70%).
• Concentration  élevée d’androstènedione chez les patientes atteintes de cancer
de l’ovaire.
• Risque élevé chez les patientes présentant un syndrome des ovaires
polykystiques (OR= 2.4, 95% CI= 1.0-5.9), syndrome associé à des taux accrus
d’androgènes.
• Risque élevé chez les patientes obèses, l’obésité étant liée à des niveaux élevés
d’androgènes.
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- La théorie oestro-progestative [61] :
 A l’inverse des oestrogènes, la progestérone [62] a un rôle protecteur du cancer de l’ovaire :
toute situation s’accompagnant d’une insuffisance lutéale avec hyperoestrogénie relative
serait donc à risque.
Cette théorie s’appuie sur les arguments épidémiologiques suivants :
• la grossesse est un facteur protecteur peut-être grâce à la présence de
progestérone synthétisée par le placenta (taux multiplié par 10).
• La contraception orale est également un facteur protecteur, et s’accompagne
d’une augmentation du taux de progestérone.
• Les cellules tumorales ovariennes présentent des récepteurs spécifiques aux
oestrogènes (ER): les oestrogènes stimulent la prolifération tumorale des
cellules contenant ces ER. Inversement, la progestérone exercerait un rôle
protecteur : d’une part, différentes études épidémiologiques ont retrouvé un
risque réduit de cancers de l’ovaire chez les patientes utilisant une contraception
par progestatifs purs [63, 64] ; D’autre part, la concentration en  récepteurs à la
progestérone (PR) est nettement diminuée au niveau des cellules tumorales
contrairement aux cellules normales, et, l’expression des PR serait en relation
directe avec une amélioration de la survie, probablement par divers mécanismes
d’inhibition de la prolifération tumorale et d’induction d’apoptose, sous l’action
de la progestérone [62].
4/ La théorie de l’inflammation pelvienne chronique :
Se basant sur le rôle protecteur de la ligature tubaire et de l’hystérectomie (empêchant
l’exposition aux germes irritants du tractus génital) [65, 66], et sur les facteurs de risque
représentés par différents agents responsables d’inflammation comme l’endométriose,
l’exposition au talc et l’asbestose, l’hypothèse de l’inflammation pelvienne chronique a été
proposée [67, 68].
La présence de Chlamydia trachomatis et mycoplasma hominis (sérologies positives
retrouvées dans respectivement 48% et 37% des cas) dans les stérilités non tubaires est un
argument pour cette théorie de l’inflammation en raison de l’effet potentiel sur l’ovaire lui-
même[69]. Plus intéressant encore serait le rôle potentiel de Human PapillomaVirus HPV. Si
l’implication de HPV sur le cancer du col de l’utérus est démontrée, certaines études ont isolé
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HPV au niveau de l’épithélium de surface de l’ovaire [69], et HPV16  et 18 ont même été
identifiés lors de carcinomes de l’ovaire [70]. Les analyses cytogénétiques ont réussi à
prouver le rôle carcinogène de HPV dans certains cancers de l’ovaire : il induirait des
mutations génétiques (en particulier au niveau des bras courts du chromosome 16, 19, 21, 22,
et des amplifications de la région 20q13.2), source d’instabilité génique et chromosomique
[71].
On peut d’ailleurs retrouver l’implication de différents médiateurs de l’inflammation dans la
carcinogenèse ovarienne (cyclo-oxygénase 2, NO synthase, VEGF) [ 72].
L’inflammation pelvienne chronique est-elle une des étiologies du cancer à part entière ? Un
co-facteur ayant une véritable implication dans la cancérogenèse ovarienne ? Un facteur
confondant, un biais intervenant dans l’infertilité mais pas dans la cancérogenèse ?
5/ La théorie de l’hyperactivité stromale :
Il est néanmoins difficile de comprendre comment la grossesse et la contraception orale,
intéressant la femme jeune, peuvent protéger d’une maladie qui apparaîtra 30 à 40 ans plus
tard. Même si l’on peut imaginer un effet résiduel de la contraception sur le taux de
gonadotrophines, Cramer et Welch [55] ont proposé que la contraception réduirait l’activité
stromale. En effet pendant une ovulation normale, l’hyperactivité stromale agit sur la
réparation du traumatisme ovulatoire grâce à une prolifération épithéliale. La plupart des
cellules stromales entrent ensuite en apoptose. Or, certaines de ces cellules pourraient
persister, d’autant plus qu’il y a d’ovulations et favoriser une prolifération épithéliale
anarchique.
6/ La théorie des résidus Müllériens :
A côté de la théorie prétendant que  l’épithélium de surface de l’ovaire est à l’origine de la
cancérogenèse ovarienne, une autre hypothèse considère le « deuxième
système müllérien » : il est situé anatomiquement près du hile de l’ovaire et contient
histologiquement les structures tubulaires adjacentes au rete testis, et celles localisées dans les
régions paratubaires et paraovariennes. Ces structures sont recouvertes d’un épithélium
müllérien et représentent probablement un résidu embryologique des canaux müllériens
proximaux (invagination de l’épithélium coelomique), précurseurs de l’épithélium tubaire, de
l’endomètre, et de l’endocol [73]. La relation étroite unissant le développement de
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l’épithélium de surface de l’ovaire et l’épithélium Mullérien peut sans aucun doute expliquer
l’acquisition de caractéristiques fonctionnelles et architecturales müllériennes lors de la
cancérogenèse ovarienne et donc, les similitudes existant entre les différents types de cancers
de l’ovaire et les tumeurs épithéliales müllériennes: tumeurs séreuses papillaires (similitudes
avec l’épithélium tubaire), tumeurs mucineuses (similitudes avec l’épithélium endocervical),
tumeurs endométrioïdes (similitudes avec l’épithélium endométrial) [73].
L’épithélium de revêtement ovarien et le mésothélium ayant une origine embryologique
commune, certaines carcinoses péritonéales pourraient ainsi survenir sur ovaires indemnes
et/ou après ovariectomie prophylactique.
Cependant, les carcinomes de l’ovaire débutants sont statistiquement situés dans le
parenchyme cortical proche de la surface –au niveau des kystes d’inclusion- plutôt qu’en
profondeur vers le hile de l’ovaire. Ce deuxième système müllerien serait plutôt une transition
entre les deux épithéliums (de surface et müllerien) et il est probable que même s’il donne
naissance à des cancers, ils seraient moins fréquents à ce niveau [54].
7/ Proposition de synthèse : vers un modèle intégré ? (cf figure 2)
Fleming et al [73] propose un modèle de cancérogenèse ovarienne en intégrant les différentes
théories (théorie de l’ovulation incessante, théorie de l’inflammation pelvienne chronique,
théorie hormonale, théorie de l’hyperactivité stromale).
La surface épithéliale est normalement séparée du stroma sous-jacent par la tunique
albuginée, si bien que l’invagination des cellules épithéliales de surface dans ce stroma pour
former des kystes d’inclusion génère un microenvironnement dans lequel les cellules
épithéliales subissent l’influence paracrine (hormonal par le biais des oestrogènes, et par
l’action de facteurs de croissance et de cytokines), de mitogènes (stimulant la prolifération
cellulaire), de morphogènes et/ou de mutagènes du cortex ovarien (stimulant des mutations au
niveau des cellules épithéliales de surface). On constate d’ailleurs que l’épithélium de surface
présente une activité proliférante accrue à proximité d’un stroma lui-même hyperactif.
Cette interaction serait ainsi à l’origine :
           - de la différenciation  épithéliale
           - de la métaplasie müllérienne [74, 75]
- de la transformation cancéreuse : en effet, l’épithélium de surface secrète des
cytokines comme l’Interleukine 1 (IL1) et l’Interleukine 6 (IL 6). Or, ces deux
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interleukines favorisent la prolifération tumorale et IL 1 induit la formation du TNF α,
qui est un mitogène des cellules épithéliales ovariennes [76].
Figure 2 : Modèle de cancérogenèse ovarienne modifié d’après Fleming [73] et d’Auersperg
[50]: Au cours du processus de cicatrisation de l’ovulation peuvent se former des
invaginations épithéliales profondes qui donneront naissance à des kystes d’inclusion. Les
cellules épithéliales recouvrant les kystes peuvent se différencier et revêtir des
caractéristiques müllériennes (métaplasie müllérienne). Sous l’influence hormonale du
stroma et sous l’effet de cellules pro-inflammatoires (macrophages, monocytes), de cytokines
et peut-être de cellules souches pluripotentes (?), surviendrait la transformation maligne.
-Inflammation/ Infection
chronique
-Cytokines (Il1, Il6, TNFα …)
-Interactions hormonales
- ??
  +
Kyste d’inclusion Invagination profonde
Hyperplasie stromale
Cancer ovarien
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8/ L’origine tubaire ?
La théorie tubaire [77, 78] part du constat suivant : l’analyse histopathologique méticuleuse et
exhaustive des pièces d’annexectomies prophylactiques révèlent jusqu’à 10% de cancers
occultes, dont 57% à 100% sont localisés  au niveau de la portion distale des trompes (cancer
séreux intraépithéliale tubaire STIC) [79-83]. (cf tableau 3).
Plusieurs séries de cancers ovariens sporadiques (sans mutation BRCA) ont été à nouveau
analysées et ont objectivé la présence d’anomalies tubaires dans près de 50% des cas, faisant
suspecter l’origine tubaire dans la cancérogenèse ovarienne.
L’apport immunohistochimique a révélé un marquage significatif, précoce et prédominant
(expression entre 80% à 92%) par le TP53, dénommé « signature p53 » [77, 78, 84] : une
succession d’au moins 12 cellules positives pour p53 auxquelles s’associent une forte
positivité du marqueur de prolifération Ki67 et du marqueur de cassure double brin de l’ADN
γH2AX (cf infra).
Le modèle de carcinogenèse ovarienne proposé consisterait ainsi en l’apparition d’anomalies
tubaires dysplasiques, de mutations du p53, de stress génotoxique associé (essentiellement au
niveau des cellules tubaires de type secrétoire), d’expansion clonale, puis évolution vers le
STIC et enfin extension métastatique par contigüité vers l’ovaire et le péritoine. Si les études
des pièces d’annexectomie prophylactique retrouvent effectivement la présence de dysplasie
tubaire et la signature moléculaire p53 (précocité avérée des anomalies tubaires dans les états
pré-cancéreux), la chronologie des différents évènements est beaucoup plus complexe à
démontrer dans les stades tardifs et il n’est pas certain que les anomalies tubaires associées
aux cancers de l’ovaire soient les premières à apparaître. Quoi qu’il en soit, ces données
soulignent l’importance de la salpingectomie associée en cas d’ovariectomie prophylactique
et l’analyse anatomopathologique complète des ovaires et des trompes.
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Nombre de cas Nombre de cancers
occultes
Origine tubaire
Powell et al [78] 67 7 (10%) 4 (57%)
Finch et al [79] 159 7 (4%) 6 (86%)
Callahan et al [80] 100 7 (7%) 7 (100%)
Leeper et al [81] 30 5 (17%) 3 (60%)
Medeiros et al [82] 13 5 (38%) 5 (100%)
Tableau 3 : Origine tubaire des cancers occultes découverts sur les pièces d’annexectomie
prophylactique pour mutation BRCA
9/ Schéma moléculaire d’oncogenèse ovarienne : vers une simplification ? (cf tableau 4)
Des études récentes histopathologiques et moléculaires ont permis de décrire un modèle de
tumorogenèse constitué de deux voies [85-87]:
• Tumeurs de type I : il s’agit de tumeurs de bas grade pour lesquelles la
pathogénie consisterait en la séquence cystaédenomes/adénofibromes _tumeurs
borderlines _cancer. Effectivement, l’identification d’altérations communes aux
tumeurs bénignes, à la limite de la malignité et invasives – continuum lésionnel-
est démontrée par les analyses moléculaires et génétiques : ces tumeurs
comportent des mutations au niveau des gènes BRAF et KRAS dans plus de
60% des cas, moins fréquemment PTEN (20-46%) et β cathénine (≈ 30%).
• Tumeurs de type II : Il s’agit de tumeurs d’emblée de haut grade qui pourraient
se développer à partir de l’épithélium de surface.  Au niveau moléculaire, les
mutations du gène p53 sont présentes entre 50 à 80%.  Les mutations BRCA 1
et 2 prédisposent aux tumeurs de type II et constituent un excellent modèle
d’étude. Les profils d’expression génique retrouvent une surexpression du
système HLA-G dans 61% des cas (diminution de la lyse tumorale par
inhibition des cellules NK Natural Killers) et des apolipoprotéines E (croissance
et survie tumorale facilitée) dans 66% des cas. Contrairement au type I, il
n’existerait pas de lésions ovariennes précurseurs comme les cystadénomes ou
borderlines mais des anomalies dysplasiques ovariennes et/ou tubaires : ceci
pourrait être en faveur de l’intrication des différentes théories (la vieille théorie
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de l’ovulation incessante de Fathalla [26] trouverait ainsi une validation
moléculaire) mais aussi l’intérêt de l’étude de ces anomalies histopathologiques
dysplasiques (en cours dans notre département).
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Type I Type II
Fréquence 25% 75%
Mutations BRAF, K-RAS, PTEN, β
cathénine
P53, instabilité génique
Profil d’expression génique Non significatif Surexpression HLA-G et Apo
E
Prolifération cellulaire Basse Forte
Stade I > Stade I
Evolution lente rapide
Survie à 5 ans 55% 30%
Précurseurs Séquence
Cystadénome/adénofibrome
puis tumeur borderline
De novo probablement à
partir de l’épithélium de
surface et de l’épithélium
dysplasique
Type histologique Endométrioïde, séreux de bas
grade, mucineux
Carcinome à cellules claires,
Tumeurs de Brenner
Séreux de haut grade,
Carcinome indifférencié,
carcinosarcome
Tableau 4 : schéma d’oncogenèse à deux voies [84-87]
La plupart des mécanismes moléculaires impliqués dans l’oncogenèse ovarienne ont été
déterminés à partir de cancers avancés de l’ovaire. Il est probable que certains de ces
mécanismes surviennent précocément afin de permettre le développement tumoral [85] (cf
tableau 5):
• croissance tumorale  [88-91]:
La tyrosine kinase SRC accélère la prolifération tumorale et l’angiogenèse dans 93% des
cancers ovariens et 80% des lignées cellulaires. L’inhibition de SRC a pu ralentir la
croissance tumorale chez la souris. D’autres tyrosines kinases (HER1 et HER2) sont
également retrouvées dans respectivement 35 à 70%  et 20 à 30% des cancers ovariens. Des
régulateurs du cycle cellulaire (les cyclines CDK1, CDK2, Cyclines D et E, les facteurs de
transcription pRb, E2F) sont exprimés dans les cancers ovariens et jouent sur la croissance
cellulaire via différentes voies de signalisation.
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• échappement à l’apoptose [95-95]:
L’activation de la voie PI3k/AKT survient dans 30% des cancers de l’ovaire, empêche
l’apoptose, favorise la néovascularisation. Les mutations PTEN (impliquées précocement
dans les cancers endométrioïdes) interagissent avec la voie AKT.
NFκB est un facteur de transcription qui stimule l’expression de Bcl2 (inhibiteur de
l’apoptose que nous avons étudié en immnuhistochimie).
• néoangiogenèse [96, 97]:
A côté de VEGF, l’Interleukine IL 8 intervient dans la néovascularisation et la croissance
cellulaire dès les stades tumoraux précoces. L’intégrine αvβ3 et la tyrosine kinase EphA2
(présents dans 75% des cancers ovariesns) stimulent aussi dans des mécanismes
angiogéniques. Les métalloprotéases MMP-2 et MMP-9, impliquées dans l’invasion par
digestion du collagène de la membrane basale stimulent aussi la synthèse de VEGF.
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Gènes/ Voies de signalisation Fréqence dans le cancer
de l’ovaire (%)
Proliférations cellulaires
Activations de :
• HER 1
• HER 2
• SRS
• IGF/ IGFR
• C-MYC
• Cyclines B, D, E
Inhibition de :
• TGF β
• p16, p21, p27
35-70
20-66
80-90
21-25
30
30-90
40
25-55
Inhibition de l’apoptose
• NFκB
• ARHI
• PIP3/AKT
• PTEN
• p53
• BRCA1
• BRCA2
???
40
12-18
20
50-90
6-82
1-3
Facteurs angiogéniques
• VEGF
• IL-8
• EphA2
• MMPs
• αvβ3
40-100
???
76
40-100
95
Tableau 5: mécanismes moléculaires impliqués dans l’oncogenèse ovarienne , d’après Landen
et al  [85]:
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B : Intérêt du modèle d’étude des dysplasies/ cancers  à risque génétique :
rôle pivot de BRCA
1/ Interaction BRCA/ p53
La mutation du gène suppresseur de tumeur TP53 (localisé en 17p13.1) est une des anomalies
moléculaires les plus fréquentes en cancérologie et est retrouvée dans près de 90% des
cancers héréditaires sein/ovaire liés à la mutation BRCA. Quelle interaction existe-t-il entre
p53 et BRCA ? la mutation p53 est –elle nécessaire et obligatoire pour activer la
cancérogenèse ovarienne ? [98]
L’organisation fonctionnelle de la protéine BRCA1 montre différents domaines (NSL
intervenant dans la localisation nucléaire, RING permettant l’interaction avec d’autres
protéines, TAD ayant des fonctions d’activation transcriptionnelle). Au niveau du domaine
RING, on retrouve une protéine BARD1 (BRCA1-associated RING domain ayant des
similitudes avec BRCA1) qui a un rôle anti-oncogène important. Une autre protéine interagit
à ce niveau, BAP1 (BRCA1-associated protein 1), et aurait un rôle de suppression de la
croissance cellulaire. TP53 peut se fixer sur le domaine RING et interagir avec le facteur de
transcription favorisant la prolifération cellulaire c-MYC. Il peut aussi se fixer en C-terminal
sur le domaine TAD. BRCA1 apparaît ainsi comme un gène suppresseur de tumeur et un
régulateur de la transcription [98-100].
BRCA1 en coopération avec BRCA2 (via hRAD51) et TP53 interagissent  dans les voies de
réparation de l’ADN (essentiellement par recombinaison homologue). Il n’y a pas de
réparation de l’ADN chez les souris mutantes pour BRCA1 : il s’en suit une activation de
TP53 et un arrêt du cycle cellulaire [101].
Ainsi l’inactivation de p53 dans les cellules pré-cancéreuses avec mutations BRCA éviterait
l’apoptose et conduirait au cancer en association avec d’autres mutations somatiques. Pour
autant la mutation p53 n’est pas forcément obligatoire. Le marquage p53 est effectivement
négatif dans 15% des STICs [76]. On pourrait l’expliquer par :
• les mutations du TP53 peuvent survenir en amont du segment de protéine ciblé
par l’analyse immunohistochimique. Les protéines mutées et tronquées ne seront pas
détectables.
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• la localisation de la mutation BRCA1 est fondamentale :
Si la mutation BRCA1 ne concerne pas l’un des domaines p53, on peut imaginer qu’il faudrait
d’autres anomalies moléculaires pour déclencher le processus de cancérisation. Par exemple,
95% des tumeurs porteuses de la mutation BRCA1 en 185delAG (en 5’ donc au  niveau d’un
domaine p53) possèdent une mutation p53 alors que des mutations en amont seraient moins
associées à des anomalies du p53 [102].
• dysfonction de p53 (sans mutation) via une synthèse anormale de la p53 binding
protein, ou encore l’augmentation de l’ubiquitination.
• d’autres gènes interagisssant avec TP53 peuvent être mutés :
Des mutations de p21, ATM, CHK2, MDM2… (gènes appartenant aux voies de réparation de
l’ADN) sont suffisantes pour inactiver p53. De même différentes protéines du cycle cellulaire
comme la cycline D1 ou encore CDK4 peuvent être altérées et conduire à la carcinogenèse
[103, 104].
Compte tenu de ces éléments, la recherche de la « signature moléculaire p53 » décrite dans
certaines lésions précurseurs du cancer de l’ovaire semble ainsi être une des étapes précoces.
D’autre part, la mise en évidence d’un marqueur spécifique des systèmes de réparartion de
l’ADN serait un apport essentiel (cf infra sur γH2AX).
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2/ Interaction BRCA/Anémie de Fanconi
L’anémie de Fanconi (FA) est une maladie autosomique récessive associée à une instabilité
génomique, marquée par une insuffisance médullaire, une propension à développer des
leucémies aiguës myéloïdes et certains types de cancers dont l’ovaire et une hypersensibilité
cellulaire aux agents pontant l’ADN (en particulier les sels de platine). Cete maladie constitue
un modèle pour mieux comprendre la relation instabilité génomique et cancer.
A ce jour, 10 gènes ont été clonés et au moins 8 (A, C D1, D2, E, F, G et L) interagissent dans
une voie de signalisation commune avec les gènes BRCA pour réguler la stabilité
chromosomique et la sensibilité au Cis-Platine [105-108].
Dans les cellules normales, en réponse à une altération de l’ADN, six des protéines FA
(FANCA, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG et FANCL) vont constituer un complexe
nucléaire qui activera la protéine FANCD2 par ubiquitination. Cette dernière interagira avec
BRCA1, FANCD1 et BRCA2 afin d’activer les systèmes de réparation de l’ADN par
recombinaison homologue [106-110].
Comme l’inactivation de la voie de signalisation FA/BRCA est à la base de l’apparition des
cancers chez les patients souffrant de FA, qu’en est-il de la contribution de cette voie dans la
pathogénie du cancer de l’ovaire dans la population générale ?
Taniguchi et al [106] ont retrouvé 18% d’inactivation acquise de la voie FA/BRCA par
absence d’ubiquitination de FANCD2 liée à une  méthylation du gène FANCF. Cette
inactivation de la voie FA/BRCA s’accompagnerait d’instabilité génomique et serait
probablement une des étapes précoces de la cancérogenèse. Initialement sensible au Cis-
Platine, il y aurait plus tardivement une déméthylation du gène FANCF restaurant la voie
FA/BRCA, conduisant alors à une plus grande stabilité chromosomique et à une résistance
aux sels de platine [111, 112].
Cette interaction FA/BRCA serait certainement intéressante à étudier au niveau des cancers
de l’ovaire génétiques par mutation BRCA et ouvre des perspectives en thérapeutique (la voie
FA/BRCA est une des cibles des inhibiteurs des PARP) [112]
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C : Le concept de lésions pré-cancéreuses ovariennes et tubaires: la
dysplasie tubo-ovarienne
La dysplasie épithéliale ovarienne a été initialement décrite au niveau des ovaires à risque
génétique de cancer [112, 113]. Bien que l’aspect macroscopique des pièces d’ovariectomies
prophylactiques soit bien souvent normal, l’examen anatomopathologique attentif de
l’ensemble de l’ovaire est susceptible de mettre en évidence ces modifications cytologiques et
architecturales fines dénommées « dysplasie ovarienne » [114]. La première description
histopathologique a été rapportée par l’étude de Gusberg et Deligdish en 1984 [3], qui ont
examiné  les pièces d’annexectomie prophylactique de trois jumelles monozygotes dont l’une
était porteuse d’un cancer invasif de l’ovaire (un adénocarcinome endométrioïde, et deux
adénocarcinomes papillaires séreux de grade II et III).
Dans les trois cas, les ovaires étaient macroscopiquement normaux. En revanche, l’analyse
microscopique révélait diverses anomalies cytologiques et architecturales: papillomatose de
surface, kystes d’inclusion, pléiomorphisme nucléaire, pseudostratification épithéliale, et
invaginations épithéliales.
Par analogie aux autres lésions précancéreuses du tractus génital, l’association de ces
différentes anomalies était alors qualifiée de dysplasie ovarienne ou de lésions
précancéreuses ovariennes [114].
Par suite, différents auteurs ont rapporté des anomalies similaires au niveau d’ovaires à risque
génétique statistiquement significatif par rapport à des populations témoins exempts de risque
de cancer gynécologique [115-118]. Le fait que ces ovaires pouvaient évoluer vers le cancer
en l’absence d’ovariectomie prophylactique a fait alors considérer la dysplasie épithéliale de
l’ovaire comme le chaînon précédant la néoplasie. L’explication physiopathologique  se
baserait sur la théorie de l’ovulation incessante de Fathalla [26]: au cours du processus de
cicatrisation de l’ovulation peuvent se former des invaginations épithéliales profondes qui
donneront naissance à des kystes d’inclusion. Les cellules épithéliales recouvrant les kystes
peuvent se différencier et revêtir des caractéristiques müllériennes (métaplasie müllérienne).
Sous l’influence hormonale stromale et sous l’effet de cellules pro-inflammatoires
(macrophages, monocytes), de cytokines et peut-être de cellules souches pluripotentes,
surviendrait la transformation maligne [118, 119].
Des lésions dysplasiques équivalentes ont également été mises en évidence au niveau de
l’ovaire d’apparence saine et controlatéral à un cancer de l’ovaire unilatéral [74, 120]. En se
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basant sur l’argument démontré que le cancer de l’ovaire est bilatéral dans plus de 50% des
cas, la dysplasie semblait donc être un élément clé dans la compréhension de la carcinogenèse
ovarienne. De même, des stigmates histopathologiques significatifs à type de modifications
architecturales, cellulaires et nucléaires étaient mises en évidence sur des zones d’allure saine
adjacentes à un cancer de l’ovaire [121, 122].
 Plus récemment ont été décrites des lésions similaires ovariennes qualifiées de « dysplasie »
au niveau des ovaires stimulés au cours de protocoles de fécondation in vitro (FIV). Nieto et
al [34] a le premier retrouvé des anomalies significatives au niveau d’ovaires stimulés par
rapport à une population témoin et à une population de patientes nullipares.
L’étude histopathologique tubaire est apparue plus récemment car les théories de
carcinogenèse ovarienne s’appuyaient initialement sur l’ovaire. Pourtant, et de façon
surprenante, de véritables lésions cancéreuses intraépithéliales tubaires occultes (carcinomes
tubaires intraépithéliales et séreux de haut grade ou « STIC ») ont été rapportées avec une
fréquence inhabituelle au niveau de la partie distale des trompes issues de pièces
d’annexectomie prophylactique, ce qui a incité l’étude systématique et exhaustive de ces
trompes [76-83]. Des lésions tubaires intraépithéliales et séreuses ou « STIL » [13], encore
appelées TILT pour certains auteurs (lésions tubaires intraépithéliales en transition), dysplasie
tubaire et même atypies épithéliales tubaires pour d’autres [123] ont ainsi été décrites sous
forme d’un ensemble d’anomalies tubaires s’étendant entre l’épithélium tubaire normal et le
cancer tubaire intraépithélial (STIC pour Serous Tubal Intraepithelial Carcinoma).
Plus récemment encore, une autre anomalie dénommée SCOUT (Secretory Cell Outgrowths)
a été décrite par l’équipe de Crum [124] : il s’agit d’une succession d’au moins 30 cellules
épithéliales presque exclusivement sécrétoires, d’aspect plus pseudostratifié donc
morphologiquement difficile à distinguer. C’est l’immunohistochimie qui permet d’affirmer
le disgnostic avec une faible expression de PAX2, à un moindre degré un faible index de
PTEN et Ki67, et le plus souvent l’absence de mutations de p53. Les auteurs précisent que
cette entité n’a que peu, voire aucune signification diagostique [124-128].
L’évolution serait ensuite vers des lésions bénignes exprimant le p53, avec un faible index de
prolifération (Ki67<10%) et sans instabilité génétique (γH2AX négatif). Puis il apparaitrait
des lésions prolifératives bénignes exprimant le p53 et correspondant aux lésions dysplasiques
que nous étudions. Les auteurs soulignent le fait que toutes ces lésions précurseurs siègent au
niveau tubaire et précisent qu’il est très rare d’objectiver des sur-expressions p53 au niveau
ovarien [129]. Enfin, les STICs apparaîtraient. Ils sont caractérisés par une stratification
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épithéliale, des atypies nucléaires avec augmentation du ratio nucléo-cytoplasmique, la perte
de la polarité nucléaire, le pléiomorphisme nucléaire, la perte des cils. Au niveau
immunohistochimique, on retrouve une expression intense et diffuse de p53 et un index de
prolifération élevé (Ki67> 40%). L’instabilité génétique serait importante comme le souligne
la forte positivité de γH2AX négatif [129].
Tout ceci souligne l’importance d’une analyse histopathologique exhaustive des trompes, à
fortiori lorsqu’il s’agit de salpingectomies prophylactiques. Ces mêmes auteurs ont proposé
un protocole d’analyse complète et méticuleuse des trompes en insistant sur le pavillon
tubaire (principale localisation des STICs). Il s’agit du protocole SEE-FIM (Sectioning and
Extensively Examining the Fimbriated end) [130]:
• fixation de toute la trompe pendant une durée minimale de 4 heures afin de
diminuer le risque d’altération de l’épithélium
• multiples sections longitudinales (en 4 parties) puis transversales (tous les 2 à 3
mm) du pavillon tubaire.
• analyse histopathologique exhaustive de toute la trompe et des différentes
sections du pavillon.
Cette technique améliorerait le taux de détection des carcinomes occultes de 17% [130].
Toutes ces études centrées sur la trompe en oublieraient presque l’ovaire. Certaines équipes
envisageraient même de proposer sous certaines conditions et sous couvert d’un PHRC des
salpingectomies prophylactiques avec préservation des ovaires [131] . Przybycin et Kurman
[132] vont jusqu’à poser la question provoquante : Are all pelvic (non uterine) serous
carcinomas of tubal origine ?
Ils ont tenté de répondre en recherchant la présence de STICs dans une série consécutive de
52 carcinomes pelviens. Sur les 33 carcinomes séreux de haut grade d’origine ovarienne, la
présence de STICs était retrouvée dans 20 cas soit 61%. Dans les 13 cas restants (39%), aucun
STIC ou carcinome intra-épithélial ovarien n’était mis en évidence [132]. Kindelberger et al
[77] retrouve des résultats concordants avec l’absence de STICs dans 22 cas de sa série de 42
cancers ovariens, soit 52%. Ces résultats plaident probablement pour une cancérogenèse à
point de départ tubaire le plus souvent mais aussi parfois ovarien et justifie l’analyse en
parallèle des ovaires et des trompes correspondantes que nous avons menée.
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Figure  3: schéma d’oncogenèse tubaire et ovarienne [124-130]
SCOUT Lésions p53 STIC Cancer invasif
Dysplasie Cancer intra-épithélial Cancer invasif
TROMPE
OVAIRE
Lésions prolifératives p53
ou dysplasie
??? ???
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Rationnel de l’étude :
L’histoire naturelle de la cancérogenèse ovarienne est mal connue si bien qu’on ne sait pas s’il
existe une phase de latence pré-clinique, et, quelle serait la cinétique de croissance tumorale.
A l’instar de l’existence connue et reconnue de lésions précancéreuses vulvaires, vaginales,
cervicales ou encore endométriales, et des possibilités et facilités de dépistage, de diagnostic
et de traitement précoce, la même question peut se poser en ce qui concerne l’ovaire. Peut-on
individualiser un état précancéreux précurseur de la maladie permettant d’intervenir
suffisamment tôt pour stopper le processus ?
Enfin, la trompe semble jouer un rôle prépondérant dans la carcinogenèse ovarienne et il
serait ainsi intéressant d’étudier l’annexe dans son intégralité.
L’objectif de ce travail est triple :
1/ proposer une description morphologique de la dysplasie ovarienne et
tubaire
2/ proposer une étude immunohistochimique à la recherche de marqueurs
pertinents de dysplasie
3/ proposer une approche moléculaire de la dysplasie. Seule la dysplasie
d’origine génétique (issue des annexectomies prophylactiques ) a été étudiée
à l’échelon moléculaire.
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Matériel & Méthode :
1/ Patientes :
Nous avons réalisé une étude rétrospective et prospective comportant plusieurs groupes qui
sont décrits ci-dessous
• Groupe A : Annexectomies prophylactiques pour risque génétique (mutation
BRCA 1 ou 2) ou antécédents familiaux importants de néoplasie
sein/ovaires. Nous avons défini ces antécédents familiaux de la manière
suivante : 1/ au moins un cancer de l’ovaire familial au 1er degré et au moins
un cancer du sein familial au 1er ou 2ème degré et/ou un cancer personnel du
sein, ou 2/ au moins deux cancers du sein familiaux au 1er ou 2ème degré et un
antécédent personnel de cancer du sein, et 3/ recherche négative des
mutations BRCA 1 et 2. De 35 cas pour les premières publications, nous
avons collecté à ce jour 111 cas (51 mutations BRCA1, 22 BRCA2, et 38
antécédents familiaux)
• Groupe B : Annexectomies chez un groupe témoin spontanément fertile et
sans antécédents personnels ou familiaux de cancers gynécologiques (sein,
ovaire, endomètre) et dont l’examen histopathologique concluait à des
ovaires dénués de pathologie cancéreuse ou Borderline. Dans le but de
diminuer le facteur confondant représenté par l’exposition à la contraception
orale, nous avons retenu les patientes ayant choisi un mode de contraception
non hormonal. De 62 contrôles pour les premières publications, nous avons
collecté à ce jour 116 témoins
• Groupe C : annexectomies ou kystectomies ovariennes chez 35 patientes
ayant bénéficié de protocoles de fécondation in vitro dans le cadre
d’infertilité. Deux patientes ont été opérées à deux reprises tant et si bien que
la cohorte comporte 37 cas (27 annexectomies et 10 kystectomies
ovariennes)
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• Groupe D : annexectomies chez 42 patientes sans mutation BRCA et
exposées au Tamoxifène.
2/ Critères histopathologiques :
Dysplasie ovarienne :
Notre définition des atypies ovariennes se base sur les précédentes études de dysplasie
ovarienne, à savoir, la dysplasie décrite dans les ovaires à risque génétique (ovariectomie
prophylactique pour mutation BRCA1/2) [115-118], dans les zones”saines” adjacentes à un
cancer de l’ovaire [74, 120], dans l’ovaire controlatéral “d’allure saine”à un cancer de l’ovaire
unilatéral [121, 122], et dans les ovaires stimulés [34]. Afin que la méthodologie soit
reproductible, nous avons retenu onze critères histopathologiques évalués à la fois sur les
ovaires à risque génétique et les ovaires stimulés :
• Pseudostratification épithéliale (Pse)
• Prolifération épithéliale (Pe)
• Papillomatose de surface (Ps)
• Irrégularité de la chromatine nucléaire (Ichn)
• Irrégularité du contour nucléaire (Icn)
• Pléiomorphisme cellulaire (Pc)
• Taille nucléaire (augmentée ou non) (Tn)
• Kystes d’inclusion (Ki)
• Invaginations épithéliales profondes (Iep)
• Psammomes (P)
• Hyperplasie stromale (Hs)
46
Dysplasie tubaire :
Notre définition d’anomalies tubaires (lésions tubaires intraépithéliales et séreuses ou
« STIL ») se base sur les données de la littérature à partir de laquelle nous avons construit une
échelle d’évaluation semi-quantitative comprenant deux niveaux de gravité et sept critères
histopathologiques  [123, 133-135]:
• Pseudostratification épithéliale
• Présence de touffes
• Augmentation de la densité nucléaire
• Présence d’atypies nucléaires
• Dédifférenciation
• Augmentation de la taille nucléaire
• Perte de la ciliation
 2-1/ Evaluation morphologique :
Dans chaque cas, la zone la plus anormale était cotée de 0 à 2 (0=normal, 1=modérément
anormal, 2=sévèrement anormal).
Un score moyen (score ovarien et score tubaire ) pour chaque patiente était simplement
obtenu en ajoutant les niveaux de chacun des 11 items pour l’ovaire (0-22) et des 7 items pour
la trompe (0 à 14).
La justification et la validation de ces échelles seront expliquées dans la discussion.
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Les lames histopathologiques ont toutes été relues en aveugle par deux pathologistes experts
en onco-gynécologie. Quand plusieurs lames étaient disponibles, celle présentant le score le
plus élevé était retenue. En cas de divergence manifeste entre les scores établis par chaque
pathologiste, une nouvelle lecture collégiale était réalisée afin d’obtenir un consensus.
2-2/ Evaluation immunohistochimique (concerne les groupes A, B et D)
L’étude immunohistochimique a été réalisée sur des coupes en paraffine de 3 µm étalées sur
lames silanisées séchées pendant une nuit à 56°C.  Les marquages sont effectués dans
l’automate Benchmark XT et révélés avec le kit Ultraview DAB (Roche Ventana). Les
anticorps utilisés et protocoles associés sont référencés dans le tableau 4 ci-dessous.
L’évaluation semi-quantitative des marquages est effectuée au microscope optique par un
pathologiste.
Pour p53, Ki67 et Bcl2, un marquage nucléaire est observé et l’évaluation
immunohistochimique a été réalisée grâce à la détermination d’un score immunoréactif (IRS)
développé et utilisée pour l’étude des dysplasies ovariennes [136]: ce score quantitatif IRS est
défini comme le produit de l’intensité du marquage (de 0 à 3) et du pourcentage de cellules
marquées (de 0 à 4). Ce score s’étend donc de 0 à 12. Pour plus de clarté, nous donnerons les
résultats statistiques avec p.
Ce score est également utilisé pour γH2AX qui montre également un marquage nucléaire.
Comme PAX2 n’a jamais été décrit pour les dysplasies, nous avons proposé une analyse
descriptive du marquage nucléaire au niveau ovarien et tubaire.
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ALDH1 n’ayant jamais été évalué dans la dysplasie tubaire et ovarienne, nous avons proposé
une description précise: localisation cellulaire du signal (épithélium/stroma), et expression
cytoplasmique/nucléaire, évaluées par le Quick score calculé comme le produit de l’intensité
du marquage (de 0 à 3) et du pourcentage de cellules marquées ( de 0 à 100). Ce score s’étend
donc de 0 à 300.
Anticorps Clone Firme Prétraitement Dilution Incubation
Ki67 MIB-1 DAKO CC1 court 1/100 32 min
P53 DO-7 DAKO CC1 court 1/200 32 min
ALDH1 44/ALDH Biosciences CC1 court 1/400 60 min
Bcl2 124 DAKO CC1 standard 1/50 32 min
PAX-2 polyclonal Invitrogen CC1 standard 1/100 32 min
H2AX JBW301 Millipore CC1 standard 1/50 32 min
Tableau 4: Ki67, P53, ALDH1, bcl2, PAX-2, H2AX
3/ microdissection laser [137, 138] :
Nous avons utilisé le dispositif microdissecteur PixCell II (Artcurus, France) permettant la
microdissection laser de cellules d’intérêts à partir de coupes en paraffine ou de tissus
congelés. Le système utilise un laser infra-rouge de basse énérgie permettant d’activer un
film thermosensible se trouvant au-dessus de la population cellulaire spécifique. Le laser
n’altère pas l’échantillon tissulaire, la qualité des acides nucléiques et des protéines est
normalement conservée ainsi que la morphologie des tissus. Ces cellules visualisées
initialement à l’aide d’un microscope Nikon Inversé TiE sont ainsi microdisséquées (le tissu
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environnant reste intact sur la lame) et adhérent au film lorsque la capsule est soulevée du
tissu. La capsule est ensuite placée dans un microtube contenant la solution de lyse pour en
extraire soit l’ADN, soit l’ARN soit les protéines.
Nous avons choisi d’utiliser des coupes en paraffine et de microdisséquer les cellules
morphologiquement dysplasiques du groupe A (trompes et ovaires) et les cellules
d’apparence normale du groupe témoin C. Nous avons utilisé le kit d’extraction PicoPure
DNA afin d’extraire l’ADN génomique des cellules microdisséquées.
La qualité et la quantité étant insuffisantes pour réaliser les techniques de biologie
moléculaire décrites dans le paragraphe suivant, nous avons à chaque fois poolé l’ADN issu
de 5 à 10 coupes entre 12 à 14 µm et ensuite purifié et amplifié l’ADN (protocoles en
annexe).
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4/ Evaluation moléculaire
4-1/ Introduction :
Les altérations chromosomiques dans les cancers humains ont fait l'objet, ces dix dernières
années, d'une intensive et fructueuse recherche dont l'impact sur la compréhension des
mécanismes de la transformation cellulaire maligne a été tout à fait considérable. La
cancérogenèse apparaît ainsi comme le résultat de l’accumulation de réarrangements
génomiques conduisant à l’activation d’oncogènes et de voies de signalisation
correspondantes et/ou l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs.
La plupart des désordres génomiques résulte du remaniement d’un fragment chromosomique
dont la taille est inférieure à 5 Mégabases (Mb) [139]. Ils échappent ainsi au pouvoir de
détection des méthodes classiques de l’analyse cytogénétique dont la résolution est comprise
entre 5 et 10 Mb selon les techniques utilisées et les tissus étudiés (caryotype). Depuis peu,
plusieurs méthodes ont été développées pour détecter des remaniements chromosomiques
submicroscopiques dont la taille est inférieure à 5 Mb. Outre les techniques d'exploration
ciblée du génome (technique d’hybridation in situ en fluorescence (FISH)), se sont
développées des techniques de cytogénétique moléculaire permettant l'exploration globale du
génome, au premier rang desquelles l’hybridation génomique comparative (CGH) qui apparaît
aujourd’hui comme la méthode de choix pour la détection des remaniements chromosomiques
submicroscopiques, en particulier pour la détection des remaniements intercalaires [140].
La CGH ou Hybridation Génomique Comparative consiste à cohybrider sur une cible la
même quantité d’ADN provenant d’un malade et d’un témoin, marquée chacune par un
fluorochrome différent [141]. Elle peut s’appliquer sur les chromosomes d’un sujet normal au
stade de métaphase. On parle alors de CGH sur métaphases (figure 5 a). Elle peut aussi
utiliser un support appelé puce sur lequel sont déposés, sous forme de spots, des fragments
d’ADN génomiques qui peuvent être de l’ADN extraits de BACs (chromosomes artificiels de
bactéries) ou de PACs (chromosomes artificiels de Phage) ou d’une séquence nucléotidique.
On parlera alors de CGH sur puces ou CGH array (figure 5 b).
Les signaux générés par les deux fluorochromes sont numérisés et un rapport de leur intensité
respective (reflétant le rapport de la quantité d’ADN du patient par rapport à celle du témoin)
est établi au niveau des bandes de chacune des paires chromosomiques. La CGH sur
métaphase quantifie l’ADN génomique d’un patient par rapport à celui d’un témoin (figure 5
a).
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Pour la CGH array, le rapport de fluorescence n’est plus calculé selon l’axe des chromosomes
mais au niveau de chaque dépôt correspondant au fragment d’ADN fixé. L’interprétation est
de ce fait beaucoup plus rapide et automatisable, grâce à différents logiciels permettant un
traitement statistique des données et générant une représentation graphique des résultats
(figure 5 b).
Figure 5 : L’hybridation génomique comparative (CGH) [141]
La CGH quantifie l’ADN génomique d’un patient par rapport à celui d’un témoin soit au niveau des
bandes chromosomiques (a), soit au niveau de fragments d’ADN fixés sur une lame (b). (a) CGH sur
chromosome ; une quantité d’ADN d’un patient marquée par un fluorochrome donné (rouge) est
cohybridée ; avec la même quantité d’ADN d’un témoin marquée par un autre fluorochrome (vert) sur
des métaphases normales. Les signaux obtenus sur ces métaphases sont chacun numérisés par une
caméra et un rapport d’intensité entre les signaux générés par les deux fluorochromes est établi le
long de l’axe de chaque paire chromosomique. (b) CGH sur array d’ADN ; ici la cohybridation est
effectuée sur une lame sur laquelle ont été fixés des milliers de fragments d’ADN génomique.
L’acquisition et l’analyse sont réalisées au niveau de chaque dépôt d’ADN.
a b
Malan et al., 2007
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Nous avons réalisé une étude par Hybridation Génomique Comparartive (CGH array) sur
puces oligonucléotides Agilent hautement résolutives 180 K de 15 annexectomies du groupe à
risque génétique A et de 8 témoins positifs (3 STICs dont deux porteurs d’une mutation
BRCA1, 5 cancers ovariens séreux de haut grade dont 3 porteurs d’une mutation BRCA1, 1
porteur d’une mutation BRCA2 et 1 non B1 non B2) par rapport à autant de témoins non
dysplasiques et non cancéreux du groupe B. Nous avons volontairement choisi d’étudier en
CGH array les cas morphologiquement les plus dysplasiques et avons ciblé cette série dans le
sous-groupe porteur de mutations BRCA1.
La mise au point a été délicate pour deux raisons principales: optimisation de la
microdissection difficile et longue à obtenir d’une part (faible quantité de cellules
dysplasiques), et d’autre part, mauvaise qualité des prélèvements (coupes en paraffine). Il a
ainsi fallu ajouter une étape d’amplification afin d’augmenter la quantité d’ADN.
Pour l’analyse en CGH Array, la technologie Agilent a été choisie avec l’utilisation d’une
lame 4x180K (résolution moyenne de 15 KB). Sur chaque lame, nous étudions 2 cas.
Chaque cas étant hybridé 2 fois sur la lame, une fois marqué en Alexa 3 et une fois marqué en
Alexa 5 dans les mélanges d’ADN lors de l’hybridation. Les protocoles de marquage et
d’hybridation sont détaillés en annexe. Les images issues de la lecture des lames par un
scanner Agilent ont été analysées, dans un premier temps, avec le logiciel « Feature
Extraction » qui reconnaît les régions fluorescentes, détermine l’intensité des signaux
fluorescents et compile les résultats dans un listing qui relie le signal fluorescent de chaque
spot de la lame au nom de l’oligonucléotide, sa double position sur la lame et sa position dans
le génome et normalise l’intensité des ratios Alexa5/Alexa3 pour chaque lame et chaque point
de données, puis avec le logiciel « CGH  analytics (v3.4) » pour l’interprétation des résultats
(Agilent) .
4-2/ Stratégie d’analyse des profils de CGH array
Chaque ADN étant hybridé 2 fois, une fois marqué en Alexa 5 et une fois marqué en Alexa 3
dans les mélanges d’ADN lors de l’hybridation, les rapports d’intensité respectifs pour cet
ADN sont importés (reflétant le rapport de la quantité d’ADN de l’individu d’intérêt marqué
en Alexa 5 par rapport à celle d’un ADN marqué en Alexa 3 et inversement) dans le logiciel
DNA analytics (Agilent). Ce logiciel permet d’établir un profil d’analyse de CGH Array en
miroir avec les ratios en log (2) du rapport Alexa5/Alexa3 pour les 2 expériences. A partir des
résultats de la CGH array,  une cartographie du génome indique pour chaque cas les délétions
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et les amplifications existantes. Le logiciel DNA analytics, génère un rapport, sous forme de
fichier excel, des anomalies retrouvées, prenant comme seuil anormal les ratios log (2) > ou <
respectivement à 0,25 et – 0,25 pour 3 spots consécutifs. Pour chaque individu, 2 tableaux
sont générés et correspondent au mélange Alexa 5/ alexa3 avec l’ADN d’intérêt marqué une
fois en Alexa 5 et une fois en Alexa 3. Pour chaque tableau, les régions ayant moins de 3
spots consécutifs et n’étant pas retrouvées en miroir sur les 2 expériences sont éliminées. Pour
identifier s’il s’agit d’une amplification ou d’une délétion, seuls les résultats du tableau
corrigé lorsque l’individu d’intérêt est marqué dans le mélange d’hybridation en Alexa 5 sont
pris en compte. On retrouve les remaniements observés par chromosome ainsi que leur
position sur celui-ci, la taille en kb, le nombre de sondes impliquées et la valeur du ratio de
log (2) pour l’amplification ou la délétion. Les régions chromosomiques remaniées sont
comparées aux CNV polymorphes connus dans les différentes bases de données grâce à un
site développé par la plateforme ouest génomique de Nantes
(http://cardioserve.nantes.inserm.fr/madtools/home/) et un logiciel appelé Madmix. Ce
logiciel permet de générer un rapport dans lequel est signifié pour chaque région retrouvée
anormale, si elle est incluse, chevauchante ou exclue de régions décrites comme polymorphes
dans les bases de données existantes de CNV (Database of Genomic Variants (DGV)) et sur
leur propre base qu’ils ont générée avec leurs patients. Dans ce fichier, pour les régions non
polymorphes une liste des gènes inclus dans ces régions est créée. Ces informations sont
reportées sur un tableau final pour chaque patient permettant de définir les régions d’intérets,
c’est-à-dire, les régions retrouvées avec un ratio > 0,58 [log (2) 3/2] ou < à – 1 [log (2) 1/2],
sur 3 spots consécutifs, non polymorphes.
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Analyse statistique :
Les tests statistiques ont fait appel aux comparaisons de moyennes à l’aide du test de Student
pour les scores morphologiques et à l’aide du test non paramétrique de Wilcoxon pour
l’évaluation immunohistochimique.
L’analyse moléculaire des résultats en CGH array a été descriptive (cohorte numériquement
faible).
L’analyse des longueurs télomériques a nécessité l’utilisation du test non paramétrique H de
Kruskal Wallis.
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Résultats :
Le groupe A est composé de 111 cas répartis ainsi : 51 mutations BRCA1, 22 mutations
BRCA2, et 38 antécédents familiaux de cancers sein/ovaire.
L’âge moyen du groupe A était de 49 ans +/- 6.8 et de 47 +/- 7.4 pour le groupe B (pas de
différence significative)
1/ Analyse morphologique : groupe A versus groupe B
Dysplasie ovarienne : les anomalies cytologiques et architecturales ont toujours été évaluées
au niveau de l’épithélium ovarien de surface.
Groupe A (annexectomie à risque génétique) vs groupe B (témoin) :
Toutes les anomalies étaient statistiquement plus fréquentes dans le groupe A que dans le
groupe B. Les anomalies les plus représentatives du groupe à isque génétique  étaient les
kystes d’inclusion (81.4%), les invaginations corticales (77.7%), l’hyperplasie stromale
(68.5%) et la pseudostratification épithéliale (68.5%) (cf tableau 7). Les anomalies
histopathologiques sont par contre rares dans le groupe B à l’exception des kystes d’inclusion
(51.7%). D’autre part, les anomalies étaient davantage marquées chez les patientes à risque
génétique avéré (mutations BRCA) par rapport aux seuls antécédents familiaux de cancers
ovariens/ seins.
A partir de ces observations, un score moyen de dysplasie a été déterminé : 8.8 pour le groupe
A vs 3.12 pour les témoins., la différence étant statistiquement significative (p<.0001). Au
sein du groupe A, les porteurs de la mutation BRCA avaient un score significativement plus
sévère que les seuls antécédents familiaux (9.73 vs 7.13, p=0.0007).
Dysplasie tubaire : Les anomalies cytologiques et architecturales épithéliales tubaires étaient
plus fréquentes dans le groupe A que dans le groupe témoin (cf tableau 8). Le score de
dysplasie tubaire moyen était de 6.54 pour le groupe A contre 1.58 pour le groupe B
(p<.0001). On retrouvait également une gradation en fonction du statut BRCA : le score
atteignait 7.07 en cas de mutation BRCA contre 5.5 pour les seuls antécédents familiaux
(p=0.0012).
On précise qu’aucun cas de salpingite n’a été détecté. Par ailleurs 3 cas de cancers occultes
(deux cancers ovariens et un cancer tubaire ont été découverts et exclus de cette analyse
morphologique afin de ne pas fausser le score moyen (l’analyse morphologique a été
déterminée pour identifier les lésions pré-malignes potentielles)
56
Critères histopathologiques Groupe A : annexectomies
prophylactiques (n= 108)
- Groupe BRCA+(n= 70)
- Groupe BRCA- (n= 38)
Groupe B :
témoins (n=116)
P
Pseudostratification
épithéliale
74 (68.5%)
BRCA+ : 50 (71.4%)
BRCA- : 24 (63.1%)
54 (46.5%) 0.0006
0.0006
0.0756
Prolifération épithéliale 71 (65.7%)
BRCA+ : 48 (68.5%)
BRCA- : 23 (60.5%)
35 (30.1%) <.0001
<.0001
0.0008
Papillomatose de surface 66 (61.1%)
BRCA+ : 48 (68.5%)
BRCA- : 18 (47.3%)
 27 (23.2%) <.0001
<.0001
0.0046
Irrégularité de la chromatine
nucléaire
62 (57.4%)
BRCA+ : 47 (67.1%)
BRCA- : 15 (39.4%)
21 (18.1%) <.0001
<.0001
0.0069
Irrégularité du contour
nucléaire
59 (54.6%)
BRCA+ : 46 (65.7%)
BRCA- : 13 (34.2%)
35 (30.1%) 0.0002
<.0001
0.6636
Pleomorphisme cellulaire 60 (55.5%)
BRCA+ : 44 (62.8%)
BRCA- : 16 (42.1%)
36 (31%) 0.0002
<.0001
0.2104
Augmentation taille nucléaire 46 (42.5%)
BRCA+ : 38 (54.2%)
BRCA- :  8 (21%)
22 (18.9%) <.0001
<.0001
0.7780
Kystes d’inclusion 88 (81.4%)
BRCA+ : 60 (85.7%)
BRCA- : 28 (73.6%)
60 (51.7%) <.0001
<.0001
0.0176
Invaginations corticales
profondes
84 (77.7%)
BRCA+ : 59 (84.2%)
BRCA- : 25 (65.7%)
42 (36.2%) <.0001
<.0001
0.0014
psammomes 58 (53.7%)
BRCA+ : 45 (64.2%)
BRCA- : 13 (34.2%)
13 (11.2%) <.0001
<.0001
0.001
Hyperplasie stromale 74 (68.5%)
BRCA+ : 56 (80%)
BRCA- : 18 (47.3%)
29 (25%) <.0001
<.0001
0.0094
Tableau 7 : Evaluation morphologique ovarienne. Les 3 carcinomes occultes ont été exclus de
l’analyse morphologique
57
Critères histopathologiques Groupe A : annexectomies
prophylactiques (n= 108)
Groupe BRCA+(n= 70)
Groupe BRCA- (n= 38)
Groupe B :
témoins (n=116)
P
Pseudostratification
épithéliale
79 (73.1%)
BRCA+ : 57 (81.4%)
BRCA- : 22 (57.8%)
56 (48.2%) 0.0001
<.0001
0.3033
Présence de touffes 46 (42.5%)
BRCA+ : 38 (54.2%)
BRCA- : 8 (21%)
13 (11.2%) <.0001
<.0001
0.1248
Perte de la polarité nucléaire 68 (62.9%)
BRCA+ : 53 (75.7%)
BRCA- : 15 (39.4%)
 26 (22.4%) <.0001
<.0001
0.0389
Augmentation de la densité
nucléaire
64 (59.2%)
BRCA+ : 50 (71.4%)
BRCA- : 14 (36.8%)
14 (12%) <.0001
<.0001
0.0163
Atypies nucléaires 69 (63.8%)
BRCA+ : 50 (71.4%)
BRCA- : 19 (50%)
11 (9.4%) <.0001
<.0001
<.0001
Augmentation de la taille
nucléaire
64 (59.2%)
BRCA+ : 49 (70%)
BRCA- : 15 (39.4%)
14 (12%) <.0001
<.0001
0.0002
Perte de la ciliation 71 (65.7%)
BRCA+ : 57 (81.4%)
BRCA- :  14 (36.8%)
7 (6%) <.0001
<.0001
0.0074
Tableau 8: Evaluation morphologique tubaire.  Les 3 carcinomes occultes ont été exclus de
l’analyse morphologique
2/ Analyse immuno-histochimique : groupe A versus groupe B
L’expression de Ki67 et p53 apparaissait faible à modérée au niveau ovarien dans le groupe A
tout en étant statistiquement significative en comparaison du groupe témoin (0.63+/-0.68 vs
0.13 +/-0.35, p<.0002 pour Ki76 et 0.56 +/-0.17 vs 0.17+/-0.38, p= 0.0002 pour p53) (cf
tableau 9).
Au niveau tubaire, l’expression apparaissait plus marquée et statistiquement significative par
rapport aux témoins (1.25 +/-1.41 vs 0.20 +/-0.41 p<.0001 pour Ki67 et 1.75 +/-1.74 vs
0.31+/-0.47, p<.0001 pour p53). On retrouvait par ailleurs un profil d’expression tubaire et
ovarien différent pour ces deux marqueurs en fonction du statut BRCA.
L’expression ovarienne et tubaire de Bcl2 était modérée dans le groupe A par rapport aux
témoins. Par contre, le profil d’expression était similaire qu’il y ait mutation BRCA ou
seulement des antécédents familiaux.
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L’expression nucléaire de PAX2 apparaît de faible intensité au niveau des cellules
dysplasiques tubaires : elle est souvent diffuse mais reste toujours très faible. Au niveau de
l’épithélium ovarien, on constate une extinction complète du marquage alors que l’intensité
est modérée et l’expression diffuse au niveau des kystes d’inclusion ovariens.
L’expression d’ALDH1 est apparue spécifique de la dysplasie: au niveau des cellules
épithéliales ovariennes et tubaires morphologiquement non dysplasiques, l’expression
d’ALDH1 était faible et comparable aux épitheliums témoins du groupe B. En revanche, au
niveau des cellules morphologiquement dysplasiques ovariennes ou tubaires, son expression
était fortement positive, et était localisée plus souvent au niveau cytoplasmique que nucléaire.
Au niveau stromal, ALDH1 était toujours présent (fort marquage nucléaire et cytoplasmique
dans les groupes A et B) et constituait ainsi notre contrôle interne.
Enfin, l’expression d’ALDH1 était constamment basse dans les 3 carcinomes occultes du
groupe A alors que l’expression de Ki67 et p53 était forte.
Marqueurs P : groupe A vs groupe B P : groupe BRCA+  vs group
BRCA-
Ki 67
• ovaire
• trompe
<.0002
<.0001
<.0001
0.0006
P53
• ovaire
• trompe
0.0002
<.0001
0.0055
0.0033
Bcl2
• ovaire
• trompe
<.0001
<.0001
0.29
0.42
Tableau 9 : résultats immunohistochimiques
3/ Analyse morphologique : groupe D versus groupe B
Les indications d’annexectomie dans le groupe Tamoxifène étaient représentées dans 80% des
cas par la découverte échographique d’un kyste ovarien. Dans les 20% restant,
l’annexectomie était systématiquement associée à l’hystérectomie réalisée pour métrorragie
et/ou mise en évidence échographique d’un épaississement de l’endomètre. Toutes les
annexectomies ont eu lieu entre 4 à 7 années après la première prise de Tamoxifène.
Aucun cas de cancer endométrial n’a été mis en évidence dans cette série de 42
annexectomies. Par contre, on retrouvait deux cancers ovariens, qui ont été  exclus de
l’analyse morphologique.
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Dysplasie ovarienne :
Dans le groupe Tamoxifène, les anomalies les plus fréquentes étaient représentées par les
psammomes et l’hyperplasie stromale. Le score de dysplasie ovarienne était de 3.62 pour le
groupe TAM contre 3.12 pour les témoins (non significatif) (cf tableau 10).
Critères histopathologiques Groupe D : (n= 40) Groupe B :
témoins (n=116)
P
Pseudostratification
épithéliale 23 (57.5%)
54 (46.5%)
0.24
Prolifération épithéliale 12 (30%) 35 (30.1%) 0.93
Papillomatose de surface 14 (35%)  27 (23.2%) 0.12
Irrégularité de la chromatine
nucléaire
13 (32.5%) 21 (18.1%) 0.054
Irrégularité du contour
nucléaire
7 (17.5%) 35 (30.1%) 0.371
Pleomorphisme cellulaire 13 (32.5%) 36 (31%) 0.515
Augmentation taille nucléaire 5 (12.5%) 22 (18.9%) 0.513
Kystes d’inclusion 24 (60%) 60 (51.7%) 0.196
Invaginations corticales
profondes
17 (42.5%) 42 (36.2%) 0.324
psammomes 22 (55%) 13 (11.2%) <.001
Hyperplasie stromale 28 (70%) 29 (25%) <.0001
Tableau 10 : Evaluation morphologique ovarienne. Les 2 cancers ovariens ont été exclus de
l’analyse morphologique
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Dysplasie tubaire :
Les différentes anomalies histopathologiques étaient plus fréquentes dans le groupe TAM (cf
tableau 11). Le score de dysplasie tubaire atteignait 7.5 contre 1.58 pour les témoins
(p<0.007).
Critères histopathologiques Groupe D (n= 40) Groupe B :
témoins (n=116)
P
Pseudostratification
épithéliale
36 (90%) 56 (48.2%) 0.0001
Présence de touffes 32 (80%) 13 (11.2%) <.0001
Perte de la polarité nucléaire 36 (90%)  26 (22.4%) <.0001
Augmentation de la densité
nucléaire
35 (87.5%) 14 (12%) <.0001
Atypies nucléaires 20 (50%) 11 (9.4%) <.0001
Augmentation de la taille
nucléaire
34 (85%) 14 (12%) <.0001
Perte de la ciliation 34 (85%) 7 (6%) <.0001
Tableau 11: Evaluation morphologique tubaire.  Les  cancers ovariens ont été exclus de
l’analyse morphologique
4/ Analyse immunohistochimique : groupe D versus groupe B
Au niveau ovarien, Ki67 et p53 étaient faiblement exprimés dans le groupe TAM, la
différence étant statistiquement significative par rapport au groupe témoin (cf tableau 12). Le
marquage était prépondérant au niveau des kystes d’inclusion et des invaginations
épithéliales, et significativement moins intense au niveau de l’épithélium ovarien de surface.
Au niveau tubaire, l’expression de Ki67 et p53 apparaissait plus marquée.
ALDH1 semblait spécifique des cellules morphologiquement dysplasiques ovariennes et
tubaires en étant fortement positif alors qu’il était absent au niveau des cellules d’apparence
normale. Au niveau stromal, ALDH1 était toujours présent dans les deux groupes et
constituait ainsi notre contrôle interne. L’expression d’ALDH1 était constamment basse pour
les deux cancers du groupe TAM alors que p53 et Ki67 étaient fortement marqués.
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Marqueurs P : groupe D vs groupe B
Ki 67
• ovaire
• trompe
<.0001
<.0001
P53
• ovaire
• trompe
0.0047
<.0001
Tableau  12: résultats immunohistochimiques
Les résultats concernant le groupe C (stimulation de l’ovulation) sont
donnés dans les articles.
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5/ Résultats moléculaires : cf tableaux 13 à 16
L’interprétation des résultats est double et comparative faisant appel à la bio-informatique et à
la lecture visuelle par l’opérateur. Les résultats sont finalement vérifiés à l’aide de bases de
données (UCSC Genome Browser qui est une base de données pour le génome entier et
Database of Genomic Variants, Toronto, Canada qui est une base de données de
polymorphismes ou CNV).
On retrouve des remaniements à type de délétions ou d’amplifications sur la totalité des cas de
dysplasie étudiés. Certains réarrangements correspondent à des CNV. Certaines localisations
correspondent à des gènes impliqués dans le système de réparation de l’ADN, et/ou dans les
voies de transcription et régulation de différentes cytokines (NET 56 en 17p13.1, ARIH2 en
3p21, hLMB1 en 12 p13.31, MIM135A2 en 12q23.1, RAG1, RAG2, C11orf74 en 11p12,
Mus Myt1 en 2q25.3,  NFATC1 en 18q23, Bos BRAT1 en 7p22.3-p22.2, RPTOR en 17q25.3,
HDAC10 en 22q13.33, PTHLH en 12p11.23). On retrouve également des gènes impliqués
dans la cancérogenèse : TIMP2 et C1qTNF1 (Tumor necrosis factor) en 17q25.3, ING4
(impliqué dans la voie de signalisation p53) en 12p13.31. Enfin, certains gènes interagissent
avec le système des acides rétinoïques : ITGB3BP (co-activateur des récepteurs nucléaires
rétinoïques) en 1p31.3, NCOR2 (co-répresseur des acides rétinoïques) en 12q24.31. Même
s’il n’apparaît pas de régions récurrentes pour l’ensemble de la cohorte, on retrouve malgré
tout des remaniements communs pour certains cas au niveau tubaire : 1q21.1-q21.2, 14q32.2-
q32.33, 15q11.2, 20q13.2. Les régions 14q32.2-q32.33 et 20q13.2 contiennent respectivement
DOK5 qui est un facteur de transduction cellulaire et TRAF3 qui interagit avec TNF.
D’autre part, on retrouve des réarrangements concernant des régions communes entre les cas
de dysplasie tubaire et ovarienne qui vont dans le même sens (soit délétion, soit amplification)
à l’exception des régions 4q13.2 et 6p21.32.  La taille des réarrangements est souvent limitée
pour les cas de dysplasie contrairement aux cancers où ils concernent des pans entiers
chromosomiques (ch 6, ch11, ch12, ch16, ch17, ch19, ch22). Enfin, on retrouve quelques
réarrangements de grande taille (>300 Kb) au niveau des cas de dysplasie qui sont également
présents dans les cas de cancers.
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Chr Région Début Fin
Taille
(Kb) Délétion Amplification
CNV
chr1 p31.1 72541243 72568209 26,966x x
chr1 q21.3 150822873 150853058 30,185 x x
chr1 p36.23 7413464 7450234 36,77x x
chr1 q21.1 103899571 104012720 113,149  x x
chr3 q21.2 127266853 127302365 35,512 x x
chr3 q26.1 163997028 164101976 104.948x x
chr4 q13.2 69074940 69145174 70,234x x
chr4 q12 57844840 58164289 319,449x x
chr6 p21.32 32558477 32650872 92,395 x x
chr6 q27 169528139 169657509 129,37 x
chr8 p11.23 39368309 39482185 113,876x x
chr9 q34.3 138497671 139238547 66 x
chr11 p13 33539880 33569813 29,933 x
chr11 q11 55134286 55167675 33,389x  x
chr11
p15.5 -
p15.4 246499 3200334 239x  
x
chr12 q23.1 96475324 96548424 73,1x  
chr12
p11.23
-
p11.22 27476739 28002887 526,148  x
chr14 q11.2 20286248 20309106 22,858x  x
chr14 q32.33 105856772 105881877 25,105x x
chr15 q11.2 18741516 20060261
1318,74
5x
x
chr16 p12.3 19245182 19374854 129,672  x
chr16 p13.2 8721564 8877353 155,789 x
chr16 p11.2 32518465 33533640
1015,17
5x
x
chr17 p13.1 7079058 7094865 15,807 x
chr17 q25.3 76586603 77609371 80 x
chr17 q21.31 41466411 41700962 234,551x x
chr19 q13.32 51606138 51691597 85,459x
chr20 q13.33 59942509 62323906 201 x
chr22 q13.31 44809554 44840449 30,895 x x
chr22 q11.23 22677759 22720395 42,636 x x
chr22 q11.21 18086857 18691904 72 x x
chrX q23 111003507 111023985 20,478x
chrX p22.13 18269664 18370266 100,602x
Tableau 13 : Réarrangements chromosomiques mis en évidence sur la série de dysplasie
ovarienne ; en vert sont notés les réarrangements récurrents
64
Ch Région Début Fin Taille (Kb) Délétion AmplificationCNV
chr1 p22.1 93195246 93215894 20,648 x
chr1 p31.1 72541243 72568209 26,966 x x
chr1 p31.3 63728126 63851162 123,036 x
chr1 p33 49701812 49760863 59,051 x x
chr1
p36.33 -
p36.32 791219 3508668 2717,449 x
chr1 q21.1 - q21.2 147308357 148125598 817,241 x
chr1 q21.3 150822873 150853058 30,185 x x
chr1 q32.3 211126870 211155382 28,512 x
chr1 q44 246794352 246852326 57,974 x x
chr2 p16.1 55774427 55843175 68,748 x x
chr2 p22.2 37839135 37889029 49,894 x
chr2 p23.3 25242933 25453822 210,889 x x
chr2 p24.3 - p24.2 16875551 17340087 464,536 x
chr2 p25.3 2299774 2317481 17,707 x  
chr2 q37.3 237607658 242677269 5069,611 x
chr3 p21.31 48920494 48946665 26,171 x
chr3 p25.3 9397287 9432343 35,056 x
chr3 q12.1 100109550 100574904 465,354 x
chr3 q26.1 164038717 164077488 38,771 x x
chr3 q29 196777540 197118567 341,027 x x
chr4 p16.3 - p16.2 483176 3842319 3359,143 x
chr4 q13.2 69097136 69120976 23,84 x x
chr4 q21.3 87217465 87247834 30,369 x
chr4 q35.2 189846035 189928002 81,967  x x
chr5 p15.33 12140419 12313251 172,832 x
chr5 q22.1 110672041 110770600 98,559 x
chr5 q31.2 135661184 135679532 18,348 x
chr5 q33.2 155403862 155460088 56,226 x
chr6 p11.2 57200335 57297353 97,018 x
chr6 p21.32 33437691 33464523 26,832 x x
chr6 p22.1 27238560 27326348 87,788 x
chr6 q14.1 79035691 79080188 44,497 x x
chr6 q15 90722401 90745065 22,664 x x
chr6 q22.1 116586584 116634719 48,135 x
chr7 p22.3 - p22.2 160441 3049040 2888,599 x
chr7 q11.22 69095110 69142374 47,264 x x
chr7 q21.11 77723599 77774049 50,45x
chr7 q31.32 123365851 123414756 48,905 x
chr7 q33 134972470 135004237 31,767 x
chr8 p11.23 39356395 39494087 137,692 x x
chr8 p23.1 7226701 7824259 597,558 x x
chr8 p23.2 10428033 10559464 131,431 x
chr8 q13.2 69028886 69087079 58,193 x
chr8 q24.23 136914179 138016580 1102,401 x
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chr9 q21.13 78814571 79144546 329,975 x
chr9 q33.3 - q34.3 129280827 14002902010748,193 x
chr10 q21.1 55286723 55309155 22,432 x x
chr11 p12 36528233 37627435 1099,202 x
chr11 p15.2 15136274 15170314 34,04x
chr11 p15.5 - p15.4 246499 3200334 2953,835 x
chr11 q12.3 62867046 62894364 27,318 x
chr12 p13.31 9528390 9554349 25,959 x x
chr12 q24.31 123429051 123614078 185,027 x
chr12 q24.33 130643992 130669637 25,645 x x
chr13 q22.1 72445557 72566135 120,578  x
chr13 q34 113790951 113862214 71,263 x
chr14 q11.2 20272898 20320061 47,163 x x
chr14 q21.2 - q21.3 42950861 43293764 342,903 x
chr14 q21.3 47856323 47887591 31,268 x x
chr14
q32.2 -
q32.33 99029359 105481723 6452,364 x
chr15 q11.2 18741516 20060261 1318,745 x
chr15 q13.3 29375979 29626968 250,989  x x
chr16 p11.2 31782082 33648056 1865,974 x x
chr16 p12.3 19245182 19374854 129,672 x
chr16 p13.3 972757 1054235 81,478 x
chr16 q22.1 65484408 69381255 3896,847 x
chr16 q23.3 - q24.3 82387074 88676035 6288,961 x
chr17 p11.2 20642945 20751079 108,134  x
chr17 q11.2 - q12 28769234 29521833 752,599 x
chr17 q24.1 61184813 61220398 35,585 x
chr17 q25.3 76471814 78100423 1628,609 x
chr18 p11.22 9494136 10405890 911,754 x
chr18 q21.33 57650652 57700760 50,108 x
chr18 q23 75220861 75803759 582,898 x
chr19
p13.3 -
p13.11 252158 1964900419396,846 x
chr19 q13.32 51606138 51691597 85,459 x
chr20 q13.12 43388017 43415783 27,766 x
chr20 q13.2 52628794 52700870 72,076 x
chr20 q13.33 60027365 62223344 2195,979 x
chr21 q21.1 15326190 15380587 54,397 x
chr21 q22.3 41814284 46846387 5032,103 x
chr22 q11.21 18447113 18686972 239,859 x
chr22 q11.23 22677759 22720395 42,636 x x
chr22 q13.33 48706932 49427713 720,781 x
chrX p11.23 48253465 48281054 27,589 x x
chrX p22.13 18269664 18370266 100,602 x
chrX p22.32 5262556 5317495 54,939 x x
chrX q21.31 87932484 88091682 159,198 x
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chrX q23 111003507 111023985 20,478 x
Tableau 14 : Réarrangements chromosomiques mis en évidence sur la série de dysplasie
tubaire ; en vert sont notés les réarrangements récurrents
Chromosome Région Début Fin Taille (Kb) Délétion Amplification
chr1 p31.1 72541243 72568209 26,966 x
chr1 q21.3 150822873 150853058 30,185 x
chr4 q13.2 69074940 69145174 70,234 x ovaire x trompe
chr6 p21.32 32558477 32650872 92,395 x trompe x ovaire
chr9 q34.3 138497671 139238547 66 x
chr11 p15.5 - p15.4 246499 3200334 239x  
chr14 q11.2 20286248 20309106 22,858 x  
chr16 p12.3 19245182 19374854 129,672  x
chr16 p11.2 32518465 33533640 1015,175 x  
chr17 q25.3 76586603 77609371 80 x
chr19 q13.32 51606138 51691597 85,459 x
chr20 q13.33 59942509 62323906 201 x
chr22 q13.31 44809554 44840449 30,895 x
chr22 q11.23 22677759 22720395 42,636  x
chr22 q11.21 18086857 18691904 72 x
chrX q23 111003507 111023985 20,478 x
chrX p22.13 18269664 18370266 100,602 x
Tableau 15 : Réarrangements chromosomiques communs entre dysplasie tubaire et ovarienne
Chromosome Région Délétion Amplification
chr1 p31.1  x
chr11 p15.5 - p15.4 x
chr15 q11.2 x
chr16 p11.2 x
chr20 q13.33 x
Tableau 16 : Réarrangements chromosomiques communs entre cancers et dysplasie
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Discussion :
1/ Analyse morphologique
1-1/ La dysplasie ovarienne :
L’aspect macroscopique des pièces d’ovariectomies prophylactiques est bien souvent normal.
Cependant, l’examen anatomopathologique attentif de l’ensemble de l’ovaire est susceptible
de mettre en évidence des modifications cytologiques et architecturales fines, basées sur une
évaluation subjective du pathologiste, ce qui rend nécessaire l’établissement de scores.
Plusieurs échelles de mesure ont été décrites :
*le score de Salazar [115],  basé sur la présence d’au moins trois des critères suivants : kystes
d’inclusion, pseudostratification épithéliale, papillomatose de surface, invaginations
profondes, hyperplasie stromale. La sensibilité serait de 75%, la spécificité de 90%. La
sensibilité augmenterait à 85% si l’on considère seulement deux critères.
*le score de Plaxe [120], considère comme nécessaire et suffisant la présence des quatre
critères suivants pour affirmer le diagnostic de dysplasie de l’ovaire avec une sensibilité de
98% et une spécificité de 100%: perte de polarité, stratification épithéliale, pléiomorphisme
cellulaire, distribution irrégulière de la chromatine.
Ces deux échelles d’évaluation de la dysplasie ont l’avantage d’être simples mais
l’inconvénient majeur d’être incomplètes (aucun critère nucléaire pour Salazar et al [115], et
aucun critère basé sur la physiopathologie de la dysplasie comme kystes d’inclusion,
invaginations épithéliales profondes  et hyperplasie stromale pour Plaxe et al [116]) et de ne
pas faire état de la sévérité de chacune des anomalies (échelles d’évaluation uniquement
qualitatives).
*le score de Nieto [34], décrit pour la dysplasie des ovaires stimulés, a l’avantage d’être à la
fois qualitatif (basé sur 9 critères cytologiques et nucléaires) et quantitatif (basé sur 2 niveaux
de sévérité). Pourtant, ce score ne tient pas compte des kystes d’inclusion, invaginations
épithéliales profondes  et hyperplasie stromale, alors que ces critères apparaissent pourtant
fondamentaux dans la physiopathologie de la dysplasie. D’autre part, aucun seuil de dysplasie
n’est défini.
*le score de Clermont-Ferrand (tableau 17): Notre score reprend l’ensemble des items décrits
dans les études précédentes -  à savoir, la dysplasie décrite dans les ovaires à risque génétique
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(ovariectomie prophylactique pour mutation BRCA1/2) [115-117], dans les zones”saines”
adjacentes à un cancer de l’ovaire [74, 120], dans l’ovaire controlatéral “d’allure saine” à un
cancer de l’ovaire unilatéral [121, 122], et dans les ovaires stimulés [34]-, afin d’obtenir un
score exhaustif (11 critères histopathologiques) et reproductible .
Cette échelle offre à la fois une description cytologique et architecturale de la dysplasie
(analyse qualitative) et permet également une évaluation quantitative grâce à deux niveaux de
sévérité des anomalies. La pertinence métrologique de cette échelle est démontrée par la
reproductibilité, la concordance des résultats lors de l’analyse par différents pathologistes, et
la validité clinico-pathologique. Nous avons utilisé ce score pour caractériser la dysplasie au
niveau des ovaires à risque génétique ainsi qu’au niveau des ovaires stimulés [25, 35, 36].
Dans les deux cas, le score moyen de dysplasie était significatif par rapport à une population
témoin, avérant la présence de dysplasie. Nous avons également comparé le profil de
dysplasie entre les ovariectomies prophylactiques pour risque génétique et les ovaires stimulés
dans le cadre de protocole de FIV : le profil est différent ce qui laisserait présager une
évolution différente (le cancer invasif pour les ovaires à risque génétique et peut-être les
tumeurs borderlines pour les ovaires stimulés, comme semblent le montrer les séries
épidémiologiques de suivi de patientes stimulées) [36, 37].
La différence de profils justifie l’utilisation exhaustive des 11 critères de notre échelle (intérêt
de la description qualitative). De plus, on constate une gradation significative dans la sévérité
de la dysplasie entre les ovaires mutés par rapport aux ovaires avec antécédents familiaux
sans mutation BRCA (dysplasie d’autant plus sévère que le risque de cancer est important :
11,6 pour BRCA 1 ; 7,6 pour BCRA 2 ; 7,1 pour antécédents familiaux) : cet élément tendrait
à confirmer le caractère pré-invasif de la dysplasie d’une part, et d’autre part l’intérêt d’une
échelle d’évaluation quantitative avec les deux niveaux de sévérité.
Enfin, à l’aide d’une courbe ROC, nous avons établi la valeur seuil minimale ayant une
différence statistiquement significative avec les témoins et permettant ainsi de s’affranchir
d’un groupe contrôle:  ce cut off est à 8 (sensibilité : 60% ; spécificité : 93,3%). L’idéal serait
d’obtenir une sensibilité et une spécificité égales à 1, ce qui n’est généralement pas possible
car les deux paramètres varient en sens inverse. Nous avons volontairement choisi une
spécificité élevée afin de ne pas conclure au diagnostic de dysplasie pour des ovaires normaux
non dysplasiques. Autrement dit, en se basant sur notre échelle, la mise en évidence d’un
score supérieur à 8 permettrait le diagnostic de dysplasie et, dans tous les cas devrait alerter le
pathologiste (cf articles en annexe).
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Score décrit
dans les ovaires
à risque
génétique
(ovariectomie
prophylactique)
[115-117]
Score décrit
dans les
zones”saines
” adjacentes
à un cancer
de l’ovaire
[74, 120]
Score décrit
dans l’ovaire
controlatéral
“sain”à un
cancer de
l’ovaire
unilatéral
[121, 122]
Score décrit
dans les
ovaires
stimulés par
Nieto et al
[34]
Notre
score*
Pseudostratificat
ion épithéliale
√ √ √ √ √
Proliferation
épithéliale
√ √
Anomalies
nucléaires
√ √ √ √
Pléiomorphisme
cellulaire
√ √ √
Papillomatose
de surface
√ √ √
Kystes
d’inclusion
√ √ √
Psammomes √ √ √
Invaginations
épithéliales
profondes
√ √ √
Hyperplasie
stromale
√ √ √
Tableau 17 :  comparaison des différentes échelles de dysplasie ovarienne existant dans la
littérature
*le score morphométrique :
Un des inconvénients majeurs du score histopathologique réside dans la subjectivité de la
détermination de ce score : les anomalies sont difficiles à identifier et reposent sur
l’expérience de l’anatomopathologiste puisqu’aucun critère ou score n’est unanimement
reconnu (contrairement à la dysplasie cervicale).
L’analyse morphométrique a été initialement utilisée pour l’étude des cancers invasifs et les
tumeurs borderlines de l’ovaire [142]. Elle a ensuite été adaptée par l’équipe de Deligdish
[142] pour l’évaluation de la dysplasie ovarienne : elle détermine le degré de stratification et
la perte de polarité (par la mesure de la plus courte distance entre le noyau et la membrane
basale, la densité cellulaire), et, le pléiomorphisme nucléaire (par la mesure du périmètre et de
la surface nucléaire). Le couplage informatique permet d’obtenir une analyse objective.
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Deligdish [142] a ainsi comparé trois groupes : 13 cancers de l’ovaire, 13 transitions entre
l’épithélium d’allure bénigne et les zones malignes au sein du groupe précédent, et 8 témoins.
L’analyse morphométrique retrouve des différences significatives entre les trois groupes. Son
étude conclut cependant à l’importance de l’analyse histopathologique première : en effet, la
morphométrie n’est pas complètement objective car elle repose tout d’abord sur l’évaluation
histopathologique première, et, deuxièmement, elle ne permet pas pour l’instant de mieux
évaluer la dysplasie.
1-2/ La dysplasie tubaire :
 Il n’existe pas de définition précise et validée des anomalies constitutives, ce qui impose de
les déterminer et d’autre part de les comparer avec un groupe témoin sans facteur de risque
cancéreux.
C’est pourquoi, en nous basant sur les données de la littérature, et sur le même principe que le
score de dysplasie ovarienne, nous avons établi une échelle d’évaluation morphologique semi-
quantitative avec sept anomalies cytologiques ou architecturales (qui ne sont aucunement
pathologiques prises individuellement) et deux niveaux de sévérité [133-135] :
• Pseudostratification épithéliale
• Présence de touffes
• Augmentation de la densité nucléaire
• Présence d’atypies nucléaires
• Dédifférenciation
• Augmentation de la taille nucléaire
• Perte de la ciliation
Les résultats vont dans le même sens que pour les ovaires, à savoir un score significatif pour
le groupe salpingectomie prophylactique et une gradation entre mutation BRCA  et
Antécédents familiaux sans mutation BRCA. Ce score est en cours de validation.
Le Tamoxifène (modulateur sélectif des récepteurs aux oestrogènes SERM) est classiquement
utilisé comme hormonothérapie dans le traitement adjuvant des cancers du sein mais peut
aussi être utilisé comme inducteur de l’ovulation de par son effet « clomid-like » [144]. Les
effets endométriaux néfastes du TAM à type de cancers de l’endomètre sont maintenant bien
connus et plusieurs observations rapportent des cancers ovariens sous Tamoxifène. Nos
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resultats retrouvent des anomalies morphologiques dysplasiques tubaires associées à la prise
de TAM. Certes, le lien de causalité est difficile à établir puisque ces patientes avaient toutes
un cancer du sein dont cette hormonothérapie clôturait le traitement. Pour autant, toutes les
annexectomies ont eu lieu après au moins 4 années d’exposition au TAM; aucune patiente
n’était porteuse d’une mutation BRCA 1 ou 2 et aucune n’avait  d’autres cancers
épidémiologiquement liés. La littérature ne rapporte que peu de cas de dysplasie après
exposition au TAM [145-148]. A la lumière de ces résultats, on pourrait évoquer la
conjonction d’effet systémique oestrogénique (comme cela est le cas au niveau endometrial) à
l’effet clomid like dans la genèse de la dysplasie. Nous prévoyons de comparer les profils
morphologiques et immunohistochimiques entre dysplasie sous TAM et dysplasie sous
Clomid.
2/ Analyse immunohistochimique
Les deux marqueurs immunohistochimiques p53 et Ki67 sont  décrits comme étant
significativement exprimés dans les tissus cancéreux ovariens par rapport aux témoins.
L’hypothèse que ces marqueurs soient exprimés dans les tissus dysplasiques pourrait ainsi
confirmer le caractère pré-invasif. D’autre part, l’expression immunohistochimique
différentielle entre trompe et ovaire pourrait aider à savoir qui de la trompe ou de l’ovaire est
le plus impliqué dans ces états précoces. Schlosshauer et al [136] a trouvé une gradation
croissante de ces deux marqueurs en  comparant épithelium ovarien normal (faible
expression), épithelium dysplasique (forte expression) et cancer de l’ovaire (expression
encore plus forte), ce qui serait un argument moléculaire pour avérer l’existence de dysplasie.
En ce qui concerne la dysplasie tubaire, Piek et al  [135]  retrouve une expression marquée de
ces deux marqueurs au niveau des trompes dysplasiques. Dans une autre étude sur les pièces
d’ovariectomies prophylactiques, ses conclusions sont plus nuancées puisque  l’expression de
Ki 67 était faible, sans expression de p53: Piek et al conclut ainsi que les modifications pré-
cancéreuses peuvent être absentes des pièces d’ovariectomie prophylactiques pour risque
génétique [135].
A notre connaissance, notre étude est la première à proposer une évaluation comparative
immunohistochimique des ovaires et des trompes à risque génétique: l’expression de Ki67 et
p53 est faiblement présente au niveau des tissus ovariens dysplasiques alors qu’elle est plus
marquée au niveau tubaire rejoignant la théorie de la signature moléculaire p53 de Crum et al
[83]. Ceci pourrait suggérer une atteinte tubaire plus sévère et souligner l’implication de la
trompe dans ces premiers états de la carcinogenèse ovarienne.
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L’expression majorée de Bcl2 au niveau ovarien et tubaire du groupe dysplasique
constituerait également un argument supplémentaire pour le caractère pré-invasif de la
dysplasie: Bcl2 est une protéine inhibitrice de l’apoptose et pourrait indiquer un changement
vers un phénotype sécrétoire, comme cela est souligné par la perte complète des cellules
ciliées. La sur-expression de Bcl-2 dans la dysplasie tubo-ovarienne pourrait conduire à un
avantage de croissance cellulaire comme l’a expliqué Piek et al [135] .
PAX2 est impliqué dans la différenciation du tractus uro-génital et est exprimé au niveau du
tissu Müllérien non cancéreux (endomètre, épithélium tubaire et muqueuse endocervicale)
[124-128]. Par contre son expression est faible au niveau des carcinomes séreux de haut grade
(71%) et complètement éteinte au niveau des cancers de l’endomètre et des lésions
précurseurs endométriales (77%). Il a récemment été étudié au niveau des SCOUTs, des
STICs et cancers ovariens séreux de haut grade où son expression serait faible à nulle [114]. Il
semble donc intéressant d’étudier ce marqueur au niveau des cellules dysplasiques. Les
premiers cas réalisés retrouvent un marquage nucléaire faible au niveau tubaire et nul au
niveau ovarien (sauf au niveau des kystes d’inclusion) qui devra être confirmé sur une plus
large série. Précisons que les tests que nous avons effectués sur les STICs montrent un
marquage nucléaire faible à nul. La place de PAX2 dans la dysplasie reste donc à préciser.
Enfin, l’originalité de notre étude tient à l’évaluation du marqueur de différenciation précoce
de cellules souches ALDH1 (Aldéhyde Déshydrogénase 1). Le modèle de cancérogenèse à
partir des cellules souches repose sur le principe d’auto-renouvellement de ces cellules puis de
différenciation en progéniteurs multipotents et enfin de synthèse vers des cellules cancéreuses
différenciées. Cette population de cellules souches cancéreuses, représentant probablement
moins de 5% de la totalité des cellules tumorales, serait responsable de l’agressivité de la
maladie, du potentiel métastatique et de la chimio-résistance [148].
La régulation des cellules souches non cancéreuses répond à une balance complexe entre
prolifération cellulaire, différenciation cellulaire et mort cellulaire via différentes voies de
signalisation (Sonic Hedehog Shh, Notch ou encore Wnt). Or la dérégulation de ces voies de
signalisation associée à certaines mutations pourrait aboutir à la carcinogenèse par
l’apparition de cellules souches et progéniteurs cancéreux. Ces mutations sont d’ailleurs l’une
des altérations majeures qui pourraient expliquer les différents types histologiques de cancers
de l’ovaire.  Ainsi, à partir de cellules souches et de progéniteurs cancéreux, les mutations p53
et BRCA aboutiraient aux tumeurs séreuses; βcathénine et PTEN aux tumeurs
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endométrioïdes; p53 aux tumeurs mucineuses et probablement aussi aux tumeurs à cellules
claires [149].
La relation BRCA1 et cancer du sein a été particulièrement étudié et il a été démontré à partir
de travaux expérimentaux et in vitro que BRCA1 serait un régulateur des cellules souches et
progéniteurs mammaires en permettant leur différenciation en cellules luminales et
myoépithéliales matures [150, 151].
Différents marqueurs des cellules souches du cancer ovarien ont été décrits : CD44, CD117,
CD133 et ALDH1. Les Antigènes de surface cellulaire CD 44, CD117 et CD133 seraient
moins spécifiques qu’ALDH1 car potentiellement présents au niveau des progéniteurs
cancéreux [149]. ALDH1 est une enzyme qui intervient dans le métabolisme des acides
rétinoiques en jouant un rôle probablement central dans la différenciation cellulaire. Le
système des acides rétinoïques intervient dans la stabilité chromosomique, la régulation
épigénétique et serait probablement un mécanisme protecteur contre les altérations des
cellules souches liées au stress oxydatif [152]. Il intervient aussi dans la modulation de
différentes voies de signalisation (AKT/β-cathénine, WNT, p21/p53…) elles-même
impliquées dans la régulation moléculaire des cellules souches cancéreuses. Des mutations de
BRCA1 (LOH…) conduiraient à une surexpression d’ALDH1 au niveau des cellules
mammaires et empêcheraient la différentiation de ces cellules souches [151]. Comme BRCA1
intervient aussi dans la réparation de l’ADN et la stabilité génomique, il a été ainsi proposé
que les mutations BRCA entraînaient l’accumulation de cellules souches mammmaires
génétiquement instables, préludes aux cancers du sein [153, 154];  Tous ces éléments nous ont
ainsi donné l’idée d’étudier ALDH1 au niveau des pièces d’annexectomie prophylactique et
des tissues dysplasiques.
Son comportement étant très original en fonction du type de tissus (epithelium/stroma) et du
type cellulaire d’une part [155], nous avons préféré réaliser une analyse descriptive complète:
l’expression d’ALDH1 apparaît fortement marquée et semble très spécifique des tissus
dysplasiques ovariens et tubaires. Effectivement, au sein même du tissu à risque (ovaire ou
trompe), ALDH1 est significativement détecté au niveau des cellules épithéliales dysplasiques
alors même que les cellules épithéliales morphologiquement non dysplasiques adjacentes sont
négatives. Nous retrouvons des résultats similaires sur une série d’annexectomie soumise à du
Tamoxifene, ce qui voudrait dire que des voies de signalisation autres que BRCA sont
impliquées.
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La signification clinico-pathologique d’ALDH1 reste inconnue dans le cancer de l’ovaire.
L’expression d’ALDH1 a été récemment analysée sur une série de 442 cancers ovariens
[156]. Contrairement aux cancers du sein où ALDH1 est associé à des stades avancés de
mauvais pronostic [154, 157], il serait un facteur de bon pronostic en raison d’une association
significative entre forte expression d’ALDH1 et états précoces de cancers de l’ovaire (p=
0.006) [156]. Deng et al [158] a reporté des profils d’expression différents en fonction du type
d’organe: contrairement aux résultats de Chang, Deng et al constate que’ALDH1 serait
surexprimé dans des stades avancés de cancers ovariens (p=0.0036). Dans nos travaux,
l’expression d’ALDH1 était constamment basse dans les 3 cancers occultes intra-épithéliaux.
Même si ces données paraissent contradictoires, la fonction d’ALDH1 pourrait être spécifique
et variable entre le type histopathologique de tumeur et le stade ou grade: il est d’ailleurs
admis que le comportement moléculaire des cancers de l’ovaire est héterogène et variable
selon le type histologique et le stade, ce que pourrait refléter le marqueur ALDH1. Kryczek et
al retrouve une expression variable d’ALDH1, atténueé sur des cultures cellulaires
cancéreuses ovariennes et augmentée in vivo, suggérant un système de régulation au sein du
microenvironnement tumoral (le concept du « stem cell niche » où interviennent différentes
voies de signalisation moléculaire via les cytokines IL-6 et IL-8 en particulier) [159].
Ce marqueur semble intéressant dans le difficile diagnostic de dysplasie tubo-ovarienne et
pourrait être une clé dans la compréhension des états précoces de la carcinogenèse ovarienne.
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3/ Analyse moléculaire
La première technique moléculaire que nous avons utilisée est l’Hybridation Génomique
Comparative (CGH sur puce ou CGH array) permettant une analyse pan-génomique [160,
161]. Cette technique repose sur le principe d’hybridation compétitive entre deux fragments
d’ADN [162, 163]. Historiquement, la CGH était réalisée en métaphase: il s’agissait de
cohybrider l’ADN malade et l’ADN témoin marqués par des fluorochromes différents sur une
cible connue en métaphase. Le rapport d’intensité entre les deux fluorochromes permet de
déterminer les réarrangements en terme de nombre de copies entre le malade et le témoin.
Cette technique souffre d’une relative faible résolution (5-10 Mb). C’est pourquoi la CGH
array a été développée. Le principe est identique, c’est-à-dire co-hybrider l’ADN malade avec
l’ADN témoin marqués par des fluorochomes différents, mais cette fois-ci sur une puce
contenant des fragments connus d’ADN génomiques (chromosomes artificiels de bactéries
BAC ou chromosomes artificiels de phages PAC ou oligonucléotides). Les avantages sont
représentés par un gain non négligeable dans la résolution (1Mb à quelques kB) permettant de
mettre en évidence des réarrangements de très faible taille. L’interprétation des résultats est
double, diminuant ainsi les  biais d’interprétation: bio-informatique et lecture visuelle par
l’opérateur. Les résultats sont finalement vérifiés à l’aide de bases de données (UCSC
Genome Browser qui est une base de donnée pour le génome entier et Database of Genomic
Variants, Toronto, Canada qui est une base de données de polymorphismes).
A notre connaissance, il s’agit de la première étude de CGH array sur les dysplasies tubo-
ovariennes. La CGH array offre ainsi un typage génomique des dysplasies en permettant
d’identifier des gènes candidats mais aussi des voies de signalisation impliquées dans la
pathogénie. La description moléculaire des formes précoces pré-invasives est rendue délicate
du fait de l’hétérogénéité individuelle potentielle et de l’instabilité génétique inhérente (les
anomalies détectées sont-elles réellement significatives des états précoces ou bien liées à
l’instabilité génétique).
Dans les cancers de l’ovaire sporadique, les réarrangements les plus fréquents sont trouvés au
niveau des régions 1q, 2p, 2q, 3q, 6q, 7q, 8q, 12p, 17q, 18q, 20q, ch X à type de gains et au
niveau du ch4, en 6q, 8p, 13q, 16q, 18q, Xq à type de pertes [164].Il a même été démontré
que ces profils étaient distincts entre cancers de l’ovaire sporadique et cancers de l’ovaire
héréditaire par mutation BRCA [165-169] : les déséquilibres génomiques seraient plus
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nombreux en cas de risque génétique, probablement parce qu’il y a moins de réparation de
l’ADN (l’une des fonctions de BRCA) et donc une plus grande fragilité du génome.
Ainsi,dans les cancers de l’ovaire héréditaires liés aux mutations BRCA, de très fréquentes
amplifications des chromosomes en 1q, 2q, 3q, et 8q ainsi que des délétions en 9q et au
niveau du chromosome 19 ont été fréquemment trouvées [167, 168]. La CGH permettrait
ainsi d’établir des profils moléculaires spécifiques.
Pourtant, il n’existe pas de telles données concernant les dysplasies tubo-ovariennes: nous
avons fait l’hypothèse que la CGH pourrait cibler des régions et identifier des gènes impliqués
dans les étapes précoces de cancérogenèse ovarienne. Effectivement, les cancers ont toujours
des réarrangements génomiques importants en taille mais aussi en nombre. Pour autant, ces
réarrangements secondaires - probablement responsables de la poursuite de la prolifération,
du risque métastatique - n’ont pas forcément de lien direct avec la pathogénie et la
tumorogenèse. A l’inverse, les remaniements précoces des lésions pré-cancéreuses sont
probablement des étapes clés dans ces premiers temps de la cancérogenèse et les gènes
candidats correspondants pourraient intervenir directement dans l’initiation tumorale et
constituer des cibles diagnostiques et/ou thérapeutiques. Par exemple, Garnis et al [170] a
montré des remaniements au niveau du bras court du chromosome 1 de lésions pré-
cancéreuses pulmonaires intéressant le gène WNT4. Ce gène étant impliqué d’une part dans
les voies de signalisation WNT et Notch mais aussi dans les cancers pulmonaires, les auteurs
ont fait l’hypothèse d’une dysrégulation des cellules souches comme origine du cancer
pulmonaire. Dans notre série, nous retrouvons différentes régions correspondant à des gènes
impliqués dans le système de réparation de l’ADN ou la carcinogenèse ou encore des voies de
régulation du cycle cellulaire (NET 56 en 17p13.1, ARIH2 en 3p21, hLMB1 en 12 p13.31,
MIM135A2 en 12q23.1, RAG1, RAG2, C11orf74 en 11p12, Mus Myt1 en 2q25.3, DOK5 en
20q13.2, NFATC1 en 18q23, Bos BRAT1 en 7p22.3-p22.2, RPTOR en 17q25.3, HDAC10 en
22q13.33, PTHLH en 12p11.23, TIMP2 et C1qTNF1 (Tumor necrosis factor) en 17q25.3,
ING4 (impliqué dans la voie de signalisation p53) en 12p13.31). Enfin, certains gènes
interagissent avec le système des acides rétinoïques, ce qui pourrait faire le lien avec les
cellules souches et ALDH1 : ITGB3BP (co-activateur des récepteurs nucléaires rétinoïques)
en 1p31.3, NCOR2 (co-répresseur des acides rétinoïques) en 12q24.31.
La littérature [166, 167, 169] souligne également l’importance  du bras long du chromosome
11 porteur de plusieurs gènes codant pour des protéines de réparation de l’ADN (comme par
exemple ϒH2AX que nous décrivons dans la partie « perspectives ») : nous retrouvons
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effectivement des délétions en 11q. La prochaine étape consistera au screening et à
l’identification des gènes correspondant aux régions révélées en CGH array [171].
Si les cellules  dysplasiques ovariennes et tubaires partageaient des altérations moléculaires
communes, cela pourrait correspondre à une véritable signature moléculaire de la dysplasie.
Nos résultats ne retrouvent malheureusement pas de régions communes à tous les cas de
dysplasie. Ceci peut s’expliquer d’une part par le faible effectif étudié, mais aussi du fait que
les mutations BRCA1 ne sont pas toutes identiques dans notre série. En outre, la variabilité en
terme de pénétrance, de phénotypes cliniques distincts au sein d’une même famille et d’une
même mutation pourrait suggérer l’existence de gènes de susceptibilité tumorale différents
selon les individus. Néanmoins, certaines régions semblent récurrentes sur certains cas de
dysplasies tubaires ( Les régions 14q32.2-q32.33 et 20q13.2 contiennent respectivement
DOK5 qui est un facteur de transduction cellulaire et TRAF3 qui interagit avec TNF) et ceci
devra être confirmé sur une plus large série.
Suite à l’augmentation de résolution, de nombreux réarrangements chromosomiques (pouvant
atteindre 5 à 8 Mb) communs à la population générale et sans valeur pathologique ont été mis
en évidence. Ces CNV (Copy Number Variations) sont des polymorphismes retrouvés chez
plusieurs individus. Les polymorphismes retrouvés dans notre étude amènent plusieurs
hypothèses :s’agit-il de CNV constitutionnels ou acquis ? la recherche de ces polymorphismes
à partir d’un ADN du même individu mais ne provenant pas des annexes (en pratique
échantillon sanguin) pourrait orienter (ces CGH array seront prochainement réalisés dans
notre département). S’ils n’ont pas de signification pathologique, l’apparition de novo de
taille supérieure à 1 Mb ne pourrait-elle pas malgré tout être associées à une susceptibilité
particulière, voire une caractéristique de la pathologie dysplasique [172] ? De plus larges
cohortes sont nécessaires pour répondre à cette question.
Un autre point intéressant est la mise en evidence de régions remaniées de grande taille
supérieure à 300 Kb, ce qui est d’ailleurs un argument supplémentaire démontrant que la
dysplasie n’est pas une variante de la normale. Comme ces remaniements sont inférieurs en
taille à ceux que l’on peut trouver en cas de cancers, la dysplasie serait ainsi bel et bien une
étape préalable au cancer. En outre, comme certains de ces réarrangements sont communs
avec les cas de cancers étudiés en CGH, ce pourrait être l’argument d’un continuum lésionnel
entre ces deux entités. Reste la question de savoir si ces réarrangements sont en relation avec
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l’instabilité génétique ou bien des premières anomalies spécifiques des états pré-cancéreux
qui persisteraient au stade invasif.
Quoiqu’il en soit l’instabilité génomique (cf infra) est l’une des principales caractéristiques
des cancers et conduit entre autre à des anomalies génomiques en terme de nombre de copies :
nos résultats moléculaires en CGH constituent donc une première preuve de l’existence de
cette instabilité au sein des dysplasies tubo-ovariennes
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Perspective(s): Le concept d’instabilité génomique 
1/ apport des télomères et télomérases [173-176].
L’instabilité génomique est probablement l’une des premières étapes de la cancérogenèse
favorisant ainsi l’accumulation de nombreuses mutations. La première description
d’instabilité concernait la mise en évidence d’instabilité des microsatellites. A l’échelon
moléculaire, cette instabilité pouvait conduire à des réarrangements chromosomiques, des
anomalies de duplication ou encore de ségrégation pendant la mitose, des dysfonctions dans
les systèmes de réparation de l’ADN. BRCA1 et BRCA2 agissent notamment dans la
réparation double brin de l’ADN. Deux voies interviennent dans cette réparation double brin :
la recombinaison homologue (HR) et la réparation par jonction des terminaisons non-
homologues (NHEJ ou Non Homologous End Joining). La recombinaison homologue fait
appel à l’utilisation de la chromatide sœur lors des phases S et G2 du cycle cellulaire, et est
activée via BRCA1. BRCA2 agirait plutôt indirectement dans cette voie en régulant l’activité
de RAD51. Les mutations BRCA entrainent ainsi une dysfonction de ce système et
l’apparition d’une instabilité génomique.
Les résultats en terme de réarrangements chromosomiques révélés en CGH array dans nos
travaux sont une première approche de l’instabilité génomique présente dans les dysplasies
tubo-ovariennes. Les implications cliniques seraient fondamentales en permettant de classer
les dysplasies en fonction de leur signature moléculaire et pourquoi pas d’en déduire leur
pronostic évolutif. Au niveau thérapeutique, on peut citer l’importance des thérapeutiques
ciblées dans le cancer du sein en cas d’amplification de Her2neu. Pour le sein et l’ovaire à
risque génétique, les anti-PARP (poly ADP-ribose polymerases) semblent prometteurs
également puisque les PARP interagissent au niveau des voies de réparation de l’ADN et plus
spécifiquement sur la voie de la recombinaison homologue.
Plus récemment, les dysfonctions télomériques ont été décrites comme une des premières
phases d’instabilité génomique et constituent ainsi notre seconde approche moléculaire. Les
télomères sont situés à l’extrémité des chromosomes et sont constitués d’une multitude de
répétition de l’hexamère 5’-TTAGGG –3’. Leur fonction principale est d’assurer la stabilité
chromosomique. Les télomères sont régulièrement raccourcis durant la division cellulaire. Un
raccourcissement trop important (« telomere crisis ») conduit à une instabilité
chromosomique, l’activation des systèmes de réparation de l’ADN, puis à la mort cellulaire.
Au niveau tumoral, les télomères sont habituellement raccourcis, rendant la cellule instable,
sans atteindre la taille critique synonyme de mort cellulaire,  grâce à l’activité télomérase
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(généralement limitée aux cellules souches, progéniteurs et aux cellules tumorales, mais
absents des cellules somatiques normales). Les cellules génétiquement instables peuvent alors
continuer à proliférer. Récemment, Kuhn et al  [176] a évalué par FISH la taille télomérique
d’une série de 22 STICs par rapport à des témoins non cancéreux et des cancers de haut
grade : 82% des STICs ont les télomères les plus courts, suivis des cancers, et enfin les
témoins sains ont les télomères les plus longs. Les auteurs concluent au fait que les STICs
sont probablement l’une des premières étapes dans la cancérogenèse tubo-ovarienne. Nous
avons eu l’idée d’étudier ces télomères sur nos cas de dysplasie afin de confirmer s’il s’agit
bien de lésions pré-invasives encore plus précoces.
Matériel & Méthode :
Groupe E : 51 cas de dysplasies (20 dysplasies ovariennes et 31 dysplasies tubaires),
provenant de 36 annexectomies prophylactiques porteuses de la mutation BRCA1 et de 15
annexectomies prophylactiques porteuses de la mutation BRCA2.
Groupe F : 36 témoins non cancéreux (12 ovaires et 24 trompes)
Groupe G : 12 STICS (9 STICs proviennent de la série de M.Devouassoux et E.Watkin)
Groupe H : 43 cancers tubo-ovariens  dont 16 cancers d’origine tubaire et 27 cancers
d’origine ovarienne
Tous ces cas ont été microdisséqués sur coupe en paraffine selon le même protocole décrit
précédemment. Une étape d’extraction de l’ADN puis de purification ont été ensuite réalisées.
Il n’y a pas eu d’étape supplémentaire d’amplification pour éviter un biais de mesure
probable.
Enfin, la longueur télomérique a été évaluée par PCR quantitative en temps réel d’après la
technique de Cawthon [177]: il s’agit de déterminer le rapport entre le nombre de copies de
répétition télomérique et le nombre de copies de répétition d’un gène unique d’un échantillon
et d’un ADN de référence. Le gène de ménage utilisé est gapdh.
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Résultats : (cf tableau 18, graphiques 3 et 4)
Le ratio T/S obtenu pour chaque échantillon est le reflet de la longueur relative des télomères.
Ratio T/S SEM (δ/√n) p (par rapport
aux témoins)
Témoins (n=36)
• témoins ovaires (n=12)
• témoins trompes (n=24)
52.75
56.76
50.74
4.62
2.77
4.25
Dysplasies (n=51)
• dysplasie ovarienne (n=20)
• dysplasie tubaire (n=31)
18.78
19.41
18.37
1.85
3.02
2.33
<0.007
Cancers (n=43)
• cancer ovarien (n=27)
• cancer tubaire (n=16)
33.46
31.38
36.96
3.31
2.9
7.33
<0.01
STICs (n= 12) 7.23 0.99 <0.000002
Tableau 18: Longueur télomérique relative.
SEM= standard error of mean ; δ= écart type ; n= effectif
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Graphique 3: les télomères les plus courts concernent les STICs puis les dysplasies.
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Graphique 4: au niveau des dysplasies, les télomères sont plus courts en cas de mutations
BRCA1 que BRCA2.
Interprétations (cf figure 6): les télomères des dysplasies apparaissent raccourcis par rapport
aux témoins (p<0.005). On ne retrouve pas de différence significative en fonction du type
d’organe (ovaire/trompe) qu’il s’agisse des témoins, des dysplasies ou encore des cancers. Par
contre, le statut BRCA modifie de façon significative la longueur télomérique (p=0.0049):
16.65 en cas de mutations BRCA1 et 23.90 en cas de mutations BRCA2, ce qui signifierait
que les dysplasies tubo-ovariennes sont d’autant plus instables qu’il y a une mutation de type
BRCA1.
Figure 6 : le concept d’instabilité génétique
témoin cancer dysplasie STIC
Instabilité génétique
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Les STICs ont les télomères les plus courts ce qui rejoint les résultats de Kuhn et al [176],
puis les dysplasies et enfin les cas de cancers. Cela signifie que les lésions précancéreuses
(STICs et dysplasie) sont les plus instables génétiquement. Il est effectivement rapporté que
les raccourcissements télomériques surviennent précocement pendant la cancérogenèse (dans
près de 90% des lésions pré-invasives de la vessie, du col utérin, du colon ou encore de
l’œsophage), et s’associent fréquemment avec des réarrangements génomiques (ce qui rejoint
nos résultats de CGH) [173]. L’activation des télomérases surviendrait probablement plus
tardivement au stade invasif et donc contre-balancerait le raccourcissement télomérique : la
stabilisation de longueur télomérique à ce stade représenterait d’ailleurs un avantage en terme
de prolifération tumorale et d’échappement à l’apoptose [174].
L’interaction télomères/p53/cellules souches serait d’ailleurs à la base de la cancérogenèse : le
raccourcissement télomérique induit l’activation de la voie p53 et conduit au final à
l’apoptose. En revanche, en cas de mutation du p53, la dysfonction télomérique (en particulier
au niveau des cellules souches et progéniteurs) n’est pas réparée ou signalée et conduit à
l’instabilité génomique et son cortège d’aberrations chromosomiques, prélude au cancer. Il
serait intéressant également d’étudier l’activité des télomérases (une sous-unité ARN hTERT
et une sous-unité protéique catalytique hTR) mais aussi les protéines de l’architecture
télomérique (les protéines du complexe « Shelterin » TRF1, TRF2, POT1) au sein des tissus
dysplasiques, STICs et cancéreux de haut grade. Les protéines TRF1 et TRF2 ont un rôle de
régulation négative de l’élongation télomérique et interagissent avec les télomérases. POT
aurait une double activité antagoniste en fonction des conditions cellulaires : régulation
positive ou négative de la taille télomérique dépendant de la télomérase [178-180].
L’interconnexion complexe de ces différentes protéines et leur interaction via la télomérase
sur la régulation télomérique serait un complément pertinent et nous sommes en train de faire
la mise au point (expression des ARN) [181, 182]. Je devrais d’ailleurs exploiter cette voie
lors de ma mobilité post-doctorale au Canada. Il n’y a pas d’étude similaire dans la littérature.
Il est important de préciser qu’il n’y a pas forcément de corrélation évidente entre longueur
des télomères et télomérases [183]. Comme nous l’avons dit, il est probable que les
télomérases ne soient pas activées au stade pré-cancéreux. Pour autant, la dynamique
télomérique ne se résume pas à longueur des télomères et activation ou non des télomérases.
L’homéostasie télomérique est la résultante de protéines régulatrices, de l’expression des
télomérases, de régulations épigénétiques, de divers facteurs environnementaux comme le
stress oxidatif… [183]
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2/ apport de γH2AX : [184, 185]
Les cassures du double brin de l’ADN sont une des atteintes les plus critiques de l’ADN et de
la stabilité génomique qui en découle. Une des premières réponses visant à réparer cette
cassure est la phosphorylation de l’histone H2AX au niveau de la sérine 139 en  γH2AX qui
contribuera à recruter différentes facteurs spécifiques de réparation et de signalisation de
l’ADN dont p53 et BRCA1. Ce variant isoforme de l’histone H2A joue également un rôle
important au cours de l’activation des checkpoints. Les checkpoints correspondent aux états
de transition entre deux phases cellulaires qui peuvent être inhibés par des lésions
génotoxiques. Il se produit alors un ralentissement voire l’arrêt de la progression d’une phase
à la suivante (checkpoint G1/S ou G2/M), ou au cours de la réplication (checkpoint intra-S).
La phosphorylation de H2AX entraîne la condensation de la chromatine de part et d’autre de
la cassure, ce qui rend γH2AX détectable au niveau nucléaire en immunohistochimie.
Une forte expression de γH2AX a été mise en évidence au niveau de la plupart des lésions
précancéreuses et a été considérée comme représentant une fonction anti-tumorale. Les études
expérimentales ont montré que les souris déficientes pour H2AX étaient plus à risque de
déficit immunitaire, de stérilité, ou encore plus sensibles aux radiations ionisantes, tout ceci
s’expliquant par une plus grande instabilité chromosomique liée à une diminution des
capacités des systèmes de réparation de l’ADN. Quand en plus ces souris étaient knock-outs
pour le p53, le risque tumoral était augmenté.
Enfin, les dysfonctions télomériques (en particulier le raccourcissement télomérique) sont
étroitement corrélées à une surexpression de γH2AX .
Tous ces éléments nous ont donné l’idée d’étudier ce marqueur sur nos cas de dysplasie. Les
résultats préliminaires de 20 dysplasies tubo-ovariennes porteurs de la mutation BRCA1
retrouvent un score immunoréactif IRS élevé entre 8 et 12 dans plus de 80% des cas aussi
bien au niveau de l’épithélium tubaire, de l’épithélium ovarien que de l’épithélium revêtant
les kystes d’inclusion. Au niveau des STICs, le marquage nucléaire apparaît fortement et
diffusément présent. Ces résultats sont un argument supplémentaire de l’instabilité
génomique. L’équipe de Crum a étudié la corrélation de γH2AX avec la signature p53 au
niveau des STICs : dans 66% (20/30 cas)des cas, ils notent une co-localisation γH2AX /p53
[76]. Si nous confirmons ces résultats pour notre série de STICs, en revanche, ce n’est pas le
cas pour les dysplasies où l’expression de p53 est faible à modérée. Il serait intéressant
d’étudier ce marqueur sur tous nos cas de dysplasie et en particulier vérifier s’il existe une
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expression différentielle entre les mutations BRCA1 et BRCA2 comme nous l’avons montrée
avec les télomères.
D’autres voies seraient intéressantes à étudier comme les protéines régulatrices de l’apoptose.
Dans la famille des protéines Bcl2, nous avons déjà étudié Bcl2 : Bcl2 est une protéine
inhibitrice de l’apoptose et pourrait indiquer un changement vers un phénotype secrétoire. La
sur-expression de Bcl-2 dans la dysplasie tubo-ovarienne pourrait conduire à un avantage de
croissance cellulaire [135] .  Bax, une autre protéine de la famille Bcl2 a plutôt une activité
pro-apoptotique et agit sur la réparation de l’ADN  et le contrôle du cycle cellulaire via
l’activation de caspases [186].
86
Conclusion :
L’ensemble de ce travail offre un profil immunohistochimique et moléculaire précis des
dysplasies tubo-ovariennes mais aussi des STICs (cf graphique infra).
La dysplasie tubo-ovarienne apparaît comme étant bel et bien une lésion pré-cancéreuse du
cancer tubo-ovarien. Il convient néanmoins de faire la distinction entre dysplasie à risque
génétique (prélude aux cancers) de la dysplasie survenant après stimulation de l’ovulation et
dont le profil différent laisse présager d’une évolution différente. Des études
immunohistochimiques et moléculaires (marqueurs et techniques identiques) sont en cours
dans notre département.
Le modèle d’histogenèse proposé par Crum et al [187, 188] réconcilie les anciennes théories
ovariennes et les récentes théories tubaires :
• Origine ovarienne :
o à partir de l’épithélium de surface, des kystes d’inclusion et
invaginations épithéliales, il y aurait mutation du p53 au sein de
lésions dysplasiques associées à de l’instabilité génétique pour
finalement aboutir aux carcinomes séreux de haut grade (Type 2).
o La pathogénie du type 1 consisterait en la séquence
cystaédenomes/adénofibromes _tumeurs borderlines _cancer associée
à différentes mutations de BRAF, K-RAS, PTEN, β cathénine.
• Origine tubaire :
o Les lésions se développent à partir du pavillon tubaire puis s’étend à
l’ovaire et péritoine en raison de la proximité anatomique. C’est la
séquence signature p53_dysplasie tubaire_STIC_carcinome séreux
[187].
o L’épithélium tubaire non néoplasique s’implante à la surface de
l’ovaire, créant des foyers d’endosalpingiose. Il y aurait ensuite
mutation du p53 aboutissant alors au cancer séreux de haut grade.
A la lumière de nos résultats morphologiques, immunohistochimiques et moléculaires, il
semblerait que l’on puisse rajouter les lésions dysplasiques tubaires et ovariennes dans ce
schéma d’oncogenèse.
Deux éléments importants pourraient avoir une implication clinique prochaine : le marqueur
de différenciation précoce de cellules souches ALDH1 et les dysfonctions télomériques.
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• ALDH1 et les voies de signalisation qui en découlent pourraient
effectivement constituer une cible intéressante dans le dépistage et la
prévention précoce.
• La longueur télomérique au niveau sanguin pourrait constituer un marqueur
biologique de dysplasie très prometteur, comme cela a déjà été évoqué au
niveau rénal, pulmonaire, vésicale ou hématologique (raccourcissement
télomérique sanguin correspondant à un risque de cancers en cas de
prédisposition) [173, 174].
La poursuite de ces travaux sur de plus larges séries pourra sans aucun doute aider à mieux
comprendre la physiopathologie des cancers ovariens et leurs états les plus précoces.
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STIC :
•Ki 67 ++        Bcl2 + ou -
•P 53 +++        PAX2 -
•ALDH1 -
•λH2AX +++
•Réarrangements
moléculaires
• taille télomères: --
TROMPE
OVAIRE
Dysplasie tubaire :
•Ki 67 +        Bcl2 ++
•P 53 ++        PAX2 +
•ALDH1 +++
•λH2AX ++
•Réarrangements
moléculaires subtils
• taille télomères: -
Dysplasie ovarienne :
•Ki 67 +        Bcl2 ++
•P 53 +        PAX2 -
•ALDH1 +++
•λH2AX ++
•Réarrangements
moléculaires subtils
• taille télomères: -
Cancer intra-épithélial :
•Ki 67 ++        Bcl2 + ou -
•P 53 +++        PAX2 -
•ALDH1 -
•λH2AX +++
•Réarrangements
moléculaires
• taille télomères: --
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Iconographie :
1/ Dysplasie tubaire :
A : Atypies nucléaires, HES x 40
B : perte de la ciliation, HES x 20
C : perte de la polarité, HES x 5
D : présence de touffes, HES x 20
A B
C D
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2/ Immunohistochimie :
E1 : Dysplasie tubaire, ALDH1 x 20
E2 : Dysplasie tubaire, ALDH1 x 10
F1 : Dysplasie ovarienne, ALDH1 x 20
F2 : Dysplasie ovarienne, ALDH1 x 20
E1 E2
F3 F4
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G : Dysplasie tubaire, p53 x 20
H : Dysplasie ovarienne, p53 x 20
I : Dysplasie tubaire, Ki67 x 20
J : Dysplasie ovarienne, Ki67 x 20
G H
I J
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K : Dysplasie tubaire, Bcl2 x 20
L : Dysplasie ovarienne, Bcl2 x 20
M : Dysplasie tubaire, PAX2
N : Dysplasie ovarienne, PAX2
K L
M N
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O : Dysplasie tubaire, ,λH2AX x 20
P : Dysplasie ovarienne, ,λH2AX x 20
Q : Dysplasie tubaire, ,λH2AX x 20
R : Dysplasie tubaire, ,λH2AX x 20
O P
Q R
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STIC
S : HES x 2.5
T : Ki67 x 10
U : p53 x 10
V : PAX2, x 10
S T
U V
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STIC
W : Bcl2 x 20
X : λH2AX x 20
Y : p53 x 10
Z : λH2AX x 10
W X
Y Z
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Annexe 1 : protocole d’amplification et de purification de l’ADN
AMPLIFICATION (Kit GenomePlex Complete Whole Genome
Amplification WGA-Sigma)
Fragmentation :
1/ Préparation de la solution d’ADN à 2 ng/µl
2/ Ajouter 1 µl de « 10 x fragmentation buffer » à 10 µl de l’échantillon d’ADN (2 ng/µl)
dans un tube PCR
3/ Placer le tube dans un bloc chauffant à 95°C pendant EXACTEMENT 4 minutes.
4/ Refroidisser immédiatement sur glace puis centrifuger brièvement et remettre dans la glace
Library preparartion :
5/ Ajouter 2 µl de « 1 x library preparation buffer » à chaque échantillon
6/ Ajouter 1 µl de la solution de stabilisation library
7/ Vortexer puis centrifuger et placer à 95°C pdt 2 min dans thermocycleur
8/ Refroidisser sur glace, centrifuger les échantillons et refroidisser sur glace
9/ Ajouter 1 µl de Library preparation enzyme dans chaquetube. Vortexer et centrifuger
10/ Placer en thermocycleur pdt :
• 16°C pdt 20 min
• 24°C pdt 20 min
• 37°C pdt 20 min
• 75 °C pdt 5 min
• 4°C  pause
11/ Enlever les échantillons et centrifuger. Puis amplifier ou conserver à -20°C pdt 3 jours
Amplification :
12/ Préparer le mix en ajoutant à 15 µl de votre échantillon :
• 7.5µl de « 10 x Amplification Master Mix »
• 47.5 µl de Nuclease-free water
• 5 µl de WGA DNA Polymerase
Ce qui fera un volume total de 75 µl
13/ Vortexer, centrifuger et placer en thermocycleur :
• Denaturation initial : 95°C pdt 3 minutes
• 14 cycles suivant : - dénaturation  94°C pdt 15 secondes
  - amorçage/extension  65°C pdt 5 minutes
Maintenir ensuite à 4°C ou conserver à -20°C jusqu’à l’étape de purification.
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10 RXN 50 RXN 500 RXN
10 x Fragmentation
buffer
12 µl 55 µl 550
1 x Library
Preparation buffer
22 µl 110 µl 1.1 ml
Library preparation
solution
12 µl 55 µl 550 µl
Library preparation
enzyme
12 µl 55 µl 550 µl
10 x Amplification
Master Mix
80 µl 410 µl 4.1 ml
WGA DNA
Polymerase
55 µl 275 µl 2.75 ml
Nuclease-free Water 1 x 1.5 ml 2 x 1.5 ml 2 x 15 ml
Control Human
Genomic DNA
10 µl
(5 ng/ µl)
10 µl
(5 ng/ µl)
100 µl
(5 ng/µl)
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PURIFICATION (Kit GenElute PCR Clean-Up – Sigma)
Préparation :
1/ Mixer les réactifs. S’il y a précipitation, chauffer à 55-60°C pour la dissoudre et
refroidisser à température ambiante
2/ Solution de lavage : diluer cette solution avec 48 ml d’éthanol 100%. Après chaque
utilisation, refermer la solution de lavage diluée pour éviter l’évaporation d(éthanol
Conservation :
Conserver à température ambiante
Procédure :
Toutes les centrifugations se dérouleront à 12.000-16.000 g
1/ insérer une colonne dans le tube collecteur. Ajouter 0.5 ml de Column preparation Solution
dans chaque colonne et centrifuger à 12.000 g pdt 30 s à 1 min. Jeter l’éluat
2/ Ajouter 5 volumes de Binding solution à 1 volume de l’échantillon de PCR. (exemple :
ajouter 500 µl de Binding solution à 100 µl de l’échantillon de PCR).Transférer la solution
dans la colonne. Centrifuger la colonne entre 12.000-16.000 g pdt 1 min. Jeter l’éluat mais
conserver le tube collecteur
3/ Replacer la colonne dans le tube collecteur. Ajouter 0.5 ml de diluted Wash Solution dans
la colonne et centrifuger à vitesse max pdt 1 min. Jeter l’éluat mais conserver le tube
collecteur
Ajouter bien de l’éthanol à la Wash solution Cencentrate avant la première utilisation.
4/ Replacer la colonne dans le tube colllecteur. Centrifuger la colonne à vitesse max pdt 2
min, sans rajouter de wash solution, pour enlever l’excès d’éthanol. Jeter tout éluat
supplémentaire ainsi que le tube collecteur.
5/ Transférer la colonne dans un nouveau tube collecteur de 2 ml. Ajouter 50 µl de Elution
Solution ou d’eau dans le centre de chaque colonne. Laisser à température ambiante pdt 1
minute.
En cas d’utilisation d’eau, vérifier que le pH de l’eau se situe entre 5.5 et 8.5. L’élution peut
aussi se faire avec la Elution Solution diluée 10 fois avec de l’eau.
6/ Pour éluer l’ADN, centrifuger la colonne à vitesse max pdt 1 min. Le produit
d’amplification PCR est prêt immédiatement ou à conserver à -20°C.
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Annexe 2 : protocole CGH
Marquage (Kit Bioprime Total Genomic Labelling- Invitrogen)
Réactifs
Alexa Fluor 3 Oligo aCGH 2X Reaction Mix
Alexa Fluor 5 Oligo aCGH 2X Reaction Mix
Exo-Klenow
*Sortir les alexa pour les faire décongeler à 4 °C et à l’abri de la lumière.
*Vortexer les tubes, centrifuger brièvement et les mettre dans la glace.
*Préparer pour chaque ADN à marquer, un tube de 0,5 ml.
*Ajouter comme suit les différents réactifs dans chaque tube de 0,5 ml suivant le type de
marquage Alexa 3 ou 5 :
-25 µl d’Alexa Fluor 3 Oligo aCGH 2X Reaction Mix ou Alexa Fluor 5 Oligo aCGH 2X
Reaction Mix
-17,6 µl de l’ADN purifié et digéré et 4,4 µl EDTA
*Mélanger par pipetage up and down et incuber 5minutes à 95°C et mettre immédiatement 5
min dans la glace.
*Sur la glace, mettre 3 µl d’Exo-Klenow dans chaque tube.
*Vortexer, et centrifuger brièvement.
*Incuber 2 heures à 37°C.
*Après incubation, si on conserve les produits de marquage un certain temps mettre 5 µl de
tampon stop. Si on purifie directement, ne pas faire cette étape.
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Purification des produits de Marquage: Kit Purification Module B
Réactifs
Attention : Resuspendre le tampon B2 Binding buffer avec 6 ml
d’isopropanol et le tampon de lavage Wash buffer avec 40 ml d’éthanol
100%
*Ajouter 200 µl de Binding Buffer B2 dans chaque tube contenant le produit de marquage et
vortexer brièvement.
*Mettre les échantillons sur les colonnes et centrifuger 1 minute à 10.000g , jeter l’éluat et
remettre la colonne sur le tube collecteur.
*Ajouter 650 µl de tampon Wash buffer sur chaque colonne.
*Centrifuger 1 minute à 10 000 g, jeter l’éluat et remettre la colonne sur le tube collecteur.
*Centrifuger au maximum, pendant 2 à 3 minutes.
*Jeter le tube collecteur et placer la colonne sur un tube de 1,5 ml propre opaque (marron) et
ajouter 55 µl de tampon d’élution E1 au centre de la colonne et attendre 1 minute.
*Centrifuger à vitesse maxi 20 000g pendant 2 minutes.
*Speedvaquer pour obtenir un culot et resuspendre ce culot avec 21 µl de tampon E1
*Prendre une DO au nanodrop, utiliser comme blanc le tampon E1.
Prendre l’option Microarray et comme longueur d’onde le plus proche de
Alexa Fluor® 3 555/565 nm Pink (Alexa Fluor 555)
Alexa Fluor® 5 650/670 nm Light blue (Alexa Fluor 660)
Il faut une valeur > 7 pmol/µl
On peut procéder directement à l’hybridation  ou les conserver à -20°C pour la nuit.
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5) Hybridation
Hybridation sur lames CGH .4x180K Agilent
 Décongeler l’agent bloquant 20 minutes à l’avance.
 Equilibrer le bain-marie à 37°C et le bloc chauffant à 95°C.
 Allumer le four à hybridation et vérifier la température affichée (65°C)
 Combiner 19,5 µl d’Alexa 3 et 19.5 µL d’Alexa 5 selon le plan de dépôt
automatique
Préparer les échantillons d’hybridation :
Pour 1 tube en 180K
Mélange ADN marqué
cyanine 3 et cyanine 5
39 µL
Human ADN Cot-1
(1.0mg/ml)
5 µL
Agent bloquant 10X 11 µL
Tampon Hybridation 2X 56 µL
 Mélanger par pipetage et Χ doucement par retournement
 Dénaturer à 95°C pendant 3 minutes puis mettre dans la glace.
 Pré-hybrider immédiatement à 37°C pendant 30 minutes, Χ 1 minute à 17 900g.
 Sortir les chambres, les gaskets et les lames.
 Compléter le plan de dépôt pour identifier les N° de lames sur lesquelles
seront déposés les mix de patients.
 Manipuler la lame Agilent et la gasket avec une pince.
 Manipuler la lame avec les doigts seulement sur la tranche.
 Ne jamais toucher la surface de la lame.
 Déposer la gasket sur la chambre joint sur le dessus.
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 Déposer doucement les 111µl pour les 180K.
La sonde est déposée en partant du milieu et en l’étalant sur la gauche et sur la droite,
doucement sans faire de bulles.
Ne pas déposer tout le volume, laisser la dernière goutte dans le cône pour éviter de créer
des bulles.
 Placer la lame Agilent dans le sens Agilent regarde Agilent.
 Fermer correctement la chambre avec la vis. Faire tourner le liquide pour vérifier
qu’il n’y ait pas de bulles formées. Sinon tapoter avec une pince pour les faire
disparaître.
 Hybrider à 65°C pendant 24 heures à 20 rpm
Le four à hybridation  doit être équilibré et la température calibrée.
La veille de l’étape de lavage+++.
 Remplir le bac en verre N°3 avec environ  230 mL de solution de lavage 2.
 Recouvrir le bac avec son couvercle N°3 et entourer le bord de parafilm.
 Préchauffer l’ensemble à l’étuve en réglant la température à 37°C pendant une
nuit.
6) LAVAGE
*Sortir le bac N°3 rempli de tampon de lavage N°2 et le mettre à tourner et chauffer à 37°C
sur l’agitateur chauffant.
*Remplir 2 bacs de tampon de lavage 1, l’un avec 100 ml  (bac N°1), l’autre avec 230 ml (bac
N°2)
*Sortir les chambres d’hybridation une par une du four. Procéder de la même pour chaque
lame :
- Enlever la lame + gasket de la chambre, désolidariser, la gasket de la lame
dans le bac N°1, et la mettre sur le portoir dans le bac N° 2
-. Faire de même pour les autres lames.
- Une fois toute les lames dans le bac N°2, faire tourner 5 minutes
- Sortir le portoir et le mettre 1 minute dans le bac N°3
- Au bout d’une minute, sortir délicatement les lames à l’aide du portoir.
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